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1. Einleitung
1.1. Frfhe vs. sp-te Modifizierung multifunktioneller Substanzen
Die Funktionalisierung von C-H-Bindungen ist funda-
mental fgr die Synthesechemie; jedoch handelt es sich dabei
um eine der schwierigsten Reaktionen. Seit langer Zeit ist die
Modifizierung nicht-aktivierter Kohlenstoffverbindungen in
Alkanen oder Arenen unersetzlich, um Kohlenstoff-basierte
Ausgangsstoffe zu erhalten.[1] Beispielsweise wird die radi-
kalische Halogenierung von Aliphaten traditionell zur
Funktionalisierung von C-H-Bindungen genutzt. Im Gegen-
satz dazu stellt die selektive Modifizierung deutlich komple-
xerer Molekgle eine besondere Herausforderung dar, da
Orthogonalit-t und Kompatibilit-t zu bereits vorhandenden
Funktionalit-ten essenzielle Voraussetzungen sind, um Di-
versifizierung zu erzielen.
Die sp-te Modifizierung im finalen Schritt innerhalb einer
mehrschrittigen Syntheseroute ermçglicht die gezielte Di-
versifizierung, wodurch C-H- und C-C-Bindungen in Anwe-
senheit anderer funktioneller Gruppen selektiv adressiert
werden (Schema 1). Neben zahlreichen Anwendungsgebieten
profitieren inbesondere die Wirkstoffentwicklung und Natur-
stoffderivatisierung von Errungenschaften der sp-ten Funk-
tionalisierung: Typischerweise werden Substanzbibliotheken
aus leicht zug-nglichen Bausteinen aufgebaut und selektiv
ver-ndert. Dieses Vorgehen ebnet den Weg zum Erfolg in der
pharmazeutischen Entwicklung. Trotz offensichtlicher Vor-
teile dieser Methode sind Kompatibilit-t und die Vermeidung
von Kreuzkreaktivit-ten wichtige Kriterien, die erfgllt
werden mgssen.
Zweifelsfrei befindet sich die Metallkatalyse an der Spitze
der sp-ten Funktionalisierungen, wobei C-O-, C-N- und C-C-
Bindungsbildung sowie Halogenierung besonders begehrte
Transformationen sind.[2] Dargber hinaus haben sich auch die
Organokatalyse, Photo- und Elektrochemie als ngtzlich in
diesem Feld erwiesen.[3–5] Es ist erfreulich, dass sich seit ei-
nigen Jahren die Biokatalyse als eine neue Methode fgr sp-te
Funktionalisierungen herausgestellt hat. Trotz einer immens
hohen Anzahl hochfunktionalisierter Molekgle innerhalb
einer Zelle ermçglichen Enzyme die Synthese komplexer
Metabolite in w-ssrigen Systemen, wobei Schutzgruppen
oder dirigierende Gruppen nicht erforderlich sind. Somit re-
pr-sentieren Enzyme ideale Katalysatoren fgr sp-te Funk-
tionalisierungen.
Heutzutage nutzen die Grund- sowie die Feinchemikali-
enindustrie Enzymkatalysatoren in Produktionsprozessen,
um Selektivit-t und Nachhaltigkeit zu erzielen. Die Bedeu-
Die Enzymkatalyse gewinnt zunehmend an Bedeutung in der Syn-
thesechemie. Die durch Bioinformatik und Enzym-Engineering stetig
wachsende Zahl von Biokatalysatoren erçffnet eine große Vielfalt
selektiver Reaktionen. Insbesondere fgr sp-te Funktionalisierungsre-
aktionen ist die Biokatalyse ein geeignetes Werkzeug, das oftmals der
konventionellen De-novo-Synthese gberlegen ist. Enzyme haben sich
als ngtzlich erwiesen, um funktionelle Gruppen direkt in komplexe
Molekglgergste einzufghren sowie fgr die rasche Diversifizierung von
Substanzbibliotheken. Biokatalytische Oxyfunktionalisierungen, Ha-
logenierungen, Methylierungen, Reduktionen und Amidierungen sind
von besonderem Interesse, da diese Strukturmotive h-ufig in Phar-
mazeutika vertreten sind. Dieser Aufsatz gibt einen 3berblick gber die
St-rken und Schw-chen der enzymkatalysierten sp-ten Modifizie-
rungen durch native und optimierte Enzyme in der Synthesechemie.
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tung biokatalytischer Transformationen fgr die Industrie
wurde kgrzlich von Wu et al. ausfghrlich in einem Aufsatz
dargestellt.[6]
Im Jahr 2018 wurde ein Aufsatz gber die Perspektiven,
wie Biokatalyse und Chemokatalyse sich in der Retrosyn-
these gegenseitig erg-nzen kçnnen, verçffentlicht.[7] Enorme
Anstrengungen in der Forschung sowie eine schier endlose
Zahl neuer Enzyme tragen dazu bei, das große Potenzial der
sp-ten Modifizierungen kontinuierlich auszubauen. Sowohl
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fgr Hochdurchsatz-Experimente ist dies von zunehmendem
Interesse, da in diesen Bereichen die Verfggbarkeit ortho-
gonaler und robuster Methoden besonders erwgnscht ist.[8]
Somit haben uns der Einzug sp-ter Biotransformationen und
deren steigende Relevanz in der Synthese dazu motiviert, die
vielf-ltigen jgngsten Errungenschaften in diesem Feld dar-
zustellen. Dieser Aufsatz pr-sentiert eine straffe, aktuelle
3bersicht, die ein besseres Verst-ndnis gber das Spektrum
und die Grenzen der sp-ten Biokatalyse vermitteln soll.
1.2. Wege zur Erzeugung von Biokatalysatordiversit-t
In den vergangenen Jahrzehnten ist die Nutzung enzy-
matischer Prozesse deutlich zukunftsf-higer geworden.[9–11]
Wie in der konventionellen Synthese, sind das Vorhandensein
eines oder sogar zahlreicher (Bio-)Katalysatoren sowie opti-
mierte Reaktionsbedingungen kritische Punkte, wenn en-
zymkatalysierte Schritte, z. B. fgr die Modifizierung von
Leitwirkstoffen, ausgew-hlt werden. Die biokatalytische
Retrosynthese kann dabei angewendet werden, um plausible
Transformationen zu identifizieren, wobei dieses Verfahren
durch Computer-gestgtzte Syntheseplanung unterstgtzt
werden kann.[12] Daraufhin sind oftmals die Identifizierung
oder das Design und Engineering notwendig, bis eine opti-
mierte biokatalytische Route hervorgeht (Abbildung 1).
Heutzutage ist die Metagenomik sehr zweckm-ßig, um
neue Biokatalysatoren aus Umweltproben zu erschließen.
Das Enzym-Engineering erlaubt die Optimierung eines Ka-
talysators auf eine gewgnschte Reaktion, sodass wichtige
Prozesskriterien erfgllt sind.[13] Zweifellos sind die gerichtete
Evolution sowie ortsgerichtete und S-ttigungsmutagenese
sehr leistungsstarke Methoden, um Proteine zu ver-ndern
und maßzuschneidern.[14,15] Seit kurzer Zeit gewinnt auch die
Rekonstruktion anzestraler Sequenzen an Bedeutung. Diese
ermçglicht die Generierung artifizieller Vorfahren der heute
bekannten Varianten, die oftmals eine hçhere Widerstands-
f-higkeit und ein verbreitertes Substratspekrum aufwei-
sen.[16, 17] Weitere Information gber die Strategien zur Diver-
sifizierung von Biokatalysatoren kçnnen in Supporting Sec-
tion 1 nachgelesen werden (siehe Hintergrundinformatio-
nen).
1.3. Hintergrund zur Aktivierung von C-H-Bindungen
Im Allgemeinen wird C-H-Reaktivit-t durch die Bin-
dungsst-rke vorgegeben, was wiederum die Selektivit-t der
Aktivierungsreaktion bestimmt. Trotz umfangreicher Unter-
suchungen zur C-H-Funktionalisierung lassen sich die Ab-
h-ngigkeit zwischen Bindungsenergie und Reaktivit-t sowie
das Ergebnis einer Reaktion in manchen F-llen schwer vor-
hersagen.[18]
Es ist nicht gberraschend, dass die Merkmale einer C-H-
Bindung von ihrer Umgebung beeinflusst werden, sodass
elektronische sowie sterische Effekte vorgeben, auf welche
Weise eine Bindung adressiert wird.[19] In Tabelle S1 sind
verschiedene Bindungsst-rken und deren Einfluss auf die
Reaktivit-t zusammengefasst. Dies liefert einen Einblick, wie
die chemische Umgebung die Dissoziationsenergie beein-
flusst. Insgesamt sind gerichtete sowie Katalysator-kontrol-
lierte Funktionalisierungen typische Ans-tze zur Aktivierung
von C-H-Bindungen (Schema 2).[20–22] In einem gerichteten
Ansatz werden bereits vorhandene funktionelle Gruppen
genutzt, um beispielsweise ein Metallion zu komplexieren,
w-hrend im optimalen Fall einer Katalysator-kontrollierten
Reaktion lediglich der (Bio-)Katalysator zwischen den Re-
aktionszentren diskriminiert und damit eine ortsspezifische
Modifizierung erlaubt.
Schema 1. Die frfhe Funktionalisierung beruht auf der schrittweisen
Derivatisierung eines nicht-funktionalisierten Ausgangsstoffs. Biokata-
lytische Konzepte zur sp-ten Funktionalisierung vielf-ltiger Molekflge-
rfste erlauben ortsspezifische Transformationen in Anwesenheit ande-
rer funktioneller Gruppen.
Abbildung 1. Moderne Route in Richtung eines maßgeschneiderten Biopro-
zesses von der Retrosynthese bis hin zur abschließenden Diversifizierung.
Die Pyramide zeigt aktuelle Ans-tze, die h-ufig kombiniert werden, um diver-
se Biokatalysatoren zu erzeugen. Die finale enzymatische Modifizierung
nimmt eine besondere Stellung ein, da sie Zugang zu einer Vielzahl von De-
rivaten erçffnet, was von der Wahl des Biokatalysators abh-ngig ist.
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2. Oxyfunktionalisierung: Vielf-ltige Wege zum
Aufbau von C-O-Bindungen
Die Oxyfunktionalisierug stellt ein breites Repertoire an
verschiedenen Mono-, Di- und Peroxygenasen zur Verfggung,
welche die Oxidation nichtaktivierter C-O-Bindungen er-
mçglichen und damit einen breiten Werkzeugkasten fgr sp-te
Funktionalisierungen bereitstellen.[23, 24] Obwohl diese Trans-
formation haupts-chlich von Cytochrom-P450-Monooxyge-
nasen (P450) katalysiert wird, ist eine große Bandbreite
weiterer Biokatalysatoren verfggbar, insbesondere Peroxy-
genasen (UPO),[25, 26] Flavin-abh-ngige Monooxygena-
sen,[27, 28] Eisen/a-Ketoglutarat-abh-ngige Hydroxylasen,[29]
Di-Eisen-[30] und Rieske-Monooxygenasen.[31, 32] Die Diversi-
t-t dieser Enzyme spiegelt sich in deutlich verschiedenen
aktiven Zentren sowie mechanistischen Differenzen wider
(Abbildung 2). Eine detaillierte Beschreibung zum Hinter-
grund findet sich in Supporting Section 3 (siehe Hinter-
grundinformationen). In diesem Abschnitt heben wir insbe-
sondere neue und herausragende Fortschritte in der sp-ten
Funktionalisierung hervor, wobei die Verbindung der Oxy-
funktionalisierungen mit Folgemodifikationen besonders be-
rgcksichtigt wird.
2.1. Hydroxylierung
Aufgrund ihrer strukturellen Vielfalt und biologischen
Aktivit-t sind Naturstoffe eine bedeutende Quelle fgr Wirk-
stoffgergste.[33] In vielen Biosynthesewegen sind P450-
Enzyme weit verbreitete Katalysatoren fgr die sp-te In-vivo-
Oxyunktionalisierung, wie sich in der Fglle an Naturstoffen,
Wirkstoff-Substraten und Metaboliten widerspiegelt.[34–37]
Die Hydroxylierung ist h-ufig essenziell fgr die weiter-
fghrende Modifikation von Naturstoffen. Dabei ist die Di-
versifizierung bioaktiver Verbindungen ein hocheffizienter
Ansatz zur Untersuchung von Struktur-Aktivit-ts-Beziehun-
gen. Beispielsweise wurde dies fgr die Naturstoffklasse der
Sesquiterpene gezeigt. In-vivo-Funktionalisierung der anti-
angiogenen Cyperens-ure (1) wurde mithilfe des Pilzstammes
Cunninghamella elegans AS 3.2028 ermçglicht (Abbildung 3):
Es wurden verschiedene Isomere, C7S-, C8S-, C9R-, C10S-,
und das C11R-hydroxylierte Produkt erhalten, wobei die
C7S- und C9R-Hydroxyisomere besonders gute Cytoxizit-t
gegengber zwei Tumorzelllinien (HepG2 and MCF-7) auf-
wiesen.[38] Diese Beispiele untermauern die Relevanz der
sp-ten Funktionalisierung, um biologische Funktionen zu
modulieren, indem eine entscheidende strukturelle Modifi-
Schema 2. Ans-tze zur Funktionalisierung von Kohlenwasserstoffen.
a) Gerichtete und b) Katalysator-kontrollierte Aktivierung werden heut-
zutage h-ufig angewendet, um C-H-Bindungen zu adressieren. In (b)
ist beispielhaft eine regioselektive Hydroxylierung gezeigt, in welcher
der Katalysator zwischen verschiedenen C-H-Positionen diskriminiert.
Abbildung 2. Darstellung der reaktiven Spezies verschiedener Oxyge-
nase-Klassen, welche die enyzmatische Oxyfunktionalisierung ermçgli-
chen. a) P450-Mono- und -Peroxygenasen: aktives Zentrum mit H-m-
Thiolat in der reaktiven „Compound I“-Zwischenstufe gezeigt.
b) Flavin-abh-ngige Monooxygenasen: Flavin-Hydroperoxid. c) Fe/
aKG-abh-ngige Hydroxylasen: Die Nicht-H-m-Eisen-Oxo-Spezies indu-
ziert eine Radikalabstraktion am Substrat. d) Di-Eisen-Monooxygena-
sen: Ein Nicht-H-m-di-Eisen-Komplex im aktiven Zentrum verbrfckt
die reaktive Oxo-Spezies. e) Rieske-Oxygenasen: Nicht-H-m-Eisen-Zen-
trum (rot) ist zum [2Fe-2S]-Cluster (blau) verbrfckt (Abbbildung ange-
passt nach Barry et al.).[31]
Abbildung 3. Regio- und stereoselektive Hydroxylierung der Sesquiter-
pene (Hydroxylierungspositionen: rote Kreise).
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kation eingefghrt wird. Anstatt eines In-vivo-Ansatzes wurde
sp-ter das weitverbreitete Enzym P450-BM3 rational opti-
miert, um 1 zu hydroxylieren. Dieser Ansatz lieferte effiziente
Enzymvarianten, welche die bioaktiven C7S- und C9R-Hy-
droxylierungen in hervorragender Selektivit-t vermittelten.
Diese Ergebnisse unterstreichen die gewgnschte Formbarkeit
von P450-Enzymen im Hinblick auf die Diversifizierung eines
komplexen Sesquiterpengergsts.[39]
Die Optimierung einer anf-nglich nichtselektiven P450-
BM3-Variante machte eine Reihe verschiedener hydroxy-
lierter Produkte des Sesquiterpenlactons Artemisin (2) zu-
g-nglich. Drei der erzeugten Varianten zeigten einen beson-
ders hohen Turnover gegengber der regio- und stereoselek-
tiven Hydroxylierung der drei C(sp3)-H-Positionen und
bieten somit eine chemoenzymatische Plattform fgr neuartige
Antimalaria-Wirkstoffe.[40] In -hnlicher Weise gelang die
sp-te Diversifizierung des antikarzinogenen Sesquiterpen-
lactons Parthenolid (3). Ausgehend von der gleichen P450-
BM3-Variante sollten die beiden C(sp3)-H-Zentren (C9 und
C14) und die C1,C10-Doppelbindung oxidiert werden. Drei
Enzyme gingen aus der Evolution hervor, die letztlich die
Epoxidierung und Hydroxylierung von Verbindung 3 er-
mçglichten und somit wichtige Grundbausteine fgr die Syn-
these weiterer bioaktiver Derivate lieferten.[41]
Dargber hinaus war im Rahmen der Totalsynthese des
Norditerpenalkaloids Nigelladin A (6) eine optimierte P450-
BM3-Variante in der Lage, die Oxidation des allylischen C7-
Atoms zu katalysieren, womit eine anschließende Dess-
Martin-Oxidation zum gewgnschten Zielmolekgl mçglich
wurde (Schema 3). Diese Anwendung unterstreicht den
Vorteil der Biokatalyse, da traditionelle chemische Oxida-
tionsmittel in unzureichender Selektivit-t und 3beroxidation
resultierten.[42]
Zudem wurde die chemoenzymatische Synthese in einer
Zwei-Schritt-Eintopfkaskade gezeigt, wobei der erste Schritt
eine Palladium-freie Sonogashira-Kreuzkupplung zum Ben-
zofuran (9) war. Dieser schloss sich eine Hydroxylierung
mithilfe einer BM3-Variante an, sodass nach Freisetzung von
Formaldehyd das bis-2-substituierte Produkt (11) entstand.[43]
Außerdem wurde die chemoenzymatische regio- und stereo-
chemische Diversifizierung des Makrozyklus des Pikromycins
(12 a/b) via Click-Chemie und Veresterung mit nachfolgender
Hydroxylierung durch eine optimierte Variante des P450-
Enzyms PikC ermçglicht (Abbildung 4).[44] Diese Studie
zeigt, wie eine P450-Dreifachmutante aus einem Biosynthe-
seweg erfolgreich in einen synthetisch anwendbaren Bioka-
talysator fgr die sp-te Modifikation zyklischer Motive um-
gewandelt werden kann.
Die regio- und stereoselektive sp-te Hydroxylierung von
Steroiden erweist sich gewçhnlich als eine besondere Her-
ausforderung, die oftmals nur in Mehrschritt-Synthesen
mçglich ist. Dennoch ist die selektive Dekoration des Stero-
idgergsts essenziell fgr die Wirkstoffsynthese.[45] Dieses Pro-
blem kann mithilfe von P450-Enzymen umgangen werden: Es
wurde gezeigt, dass verschiedene Wildtyp-P450-Enzyme aus
Pilzen (STH10, CYP5150AP2, CYP5150AP3 und
CYP5150AN1) eindeutige Regioselektivit-ten gegengber der
Hydroxylierung des 11-Desoxycortisons (13) besitzen. Dabei
wurden die Isomere 19-, 11b-, 7b-, 6b- und 2b-Hydroxy-11-
desoxycortison erhalten (Abbildung 5).[46, 47] Der Zugang zur
C19-Hydroxylierung ist ausschlaggebend fgr die Produktion
von 19-norsteroidalen Pharmazeutika, w-hrend steroidale 7b-
Alkohole anti-inflammatorische und neuroprotektive Eigen-
schaften besitzen.[46, 48,49]
In einer kgrzlich erschienenen Studie wurde P450-BM3
optimiert, um effizient die Funktionalisierung sechs ver-
schiedener Steroidderivate mit hoher Regio- und Stereose-
lektivit-t (14 ; Adrenosteron; Nandrolon; Epistosteron; An-
drostenedion; d-Ethylgonendion) zu katalysieren, sodass die
entsprechenden 7b-Alkohole isoliert wurden. Durch gerich-
tete Evolution verlief auch die C16-Hydroxylierung mit
deutlich abgegrenzten a- und b-Diastereoselektivit-ten er-
folgreich, wie fgr ein anderes Set von Steroiden gezeigt.[50,51]
Ebenso wurde eine P450-BM3-Mutante fgr die selektive
Synthese des Steroids 1b-Hydroxydesoxychols-ure (15) ge-
nutzt, womit auch dessen deuteriertes Analogon im Milli-
gramm-Maßstab hergestellt wurde.[52]
Das Screening von P450-BM3-Bibliotheken erwies sich
als ein wertvoller Ansatz fgr die sp-te Oxidation humaner
Wirkstoffe, wie z. B. Chlorzoxazon, Testosteron (14), Ami-
triptylin, Lidocain, Diclofenac, Naproxen und Noscapin,
welches somit die Bedeutung P450-katalysierter Hydroxylie-
Schema 3. Chemoenzymatische Synthese durch optimierte P450-BM3-
Varianten: a) Hydroxylierung ermçglicht die anschließende Dess-
Martin-Oxidation zum Norditerpenoidalkaloid Nigelladin A (6). b) Eine
vorangegangene Sonogashira-Reaktion, gefolgt von einer Hydroxylie-
rung mit einem P450-Enzym, erlaubt Zugang zum bis-2-substituierten
Benzofuran-Derivat (11).
Abbildung 4. Regioselektive Hydroxylierung der Pikromycin-Motive 12a
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rungen fgr die Synthese mutmaßlicher Wirkstoffmetabolite
hervorhebt.[53,54]
Die Entwicklung von P450-Enzymen fgr die Produktion
ngtzlicher oxygenierter Terpenintermediate fgr die weitere
Funktionalisierung erçffnet einen Ausganspunkt fgr wert-
volle Carotenoide und Vitamine.[55] Zum Beispiel erleichtern
P450cam und P450-BM3 eine Verschiebung der Hydroxylie-
rungsselektivit-t der Monoterpene 1,4- (16) und 1,8-Cineol
(17), wodurch zwei Stereozentren aufgebaut werden (Abbil-
dung 6).[56]
Die Multi-Oxyfunktionalisierung bietet einen zus-tzli-
chen Ansatz, der in der Biokatalyse weit ausgeschçpft wird.
Das Wildtypenzym P450 TxtC ermçglicht aliphatische sowie
aromatische C-H-Hydroxylierungen in der sp-ten Funktio-
nalisierung eines Diketopiperazins (18).[57, 58] Zudem berich-
ten aktuelle Beispiele gber die Dihydroxylierung zweier ali-
phatischer oder aromatischer C-H-Bindungen innerhalb
eines Vitamin-D2-Motivs bzw. Arens:[59, 60] Wildtyp-
CYP109E1 hydroxyliert Vitamin D2 hochgradig regio- und
stereoselektiv in einer Zwei-Schritt-Dihydroxylierung (Ab-
bildung 7).[59]
Dargber hinaus wurden P450-Enzyme im Hinblick auf
multiple Oxyfunktionalisierungen konstruiert.[60, 61] Eine
Dreifachmutante von CYP154E1 bewerkstelligte die konse-
kutive oxidative N-Demethylierung sowie regio- und stereo-
selektive C6-Hydroxylierung. Damit konnte das Antidepres-
sivum (2S,6S)-Hydroxynorketamin (20) aus (S)-Ketamin er-
halten werden.[61] Die Anwendung multipler Enzyme fgr
verschiedene Oxyfunktionalisierungen wurde fgr den Anti-
tumor-Kinaseinhibitor Vandetanib berichtet. Der Wirkstoff
wurde zu N-Desmethylvandetanib (21) und Vandetanib-N-
oxid (22) mittels einer P450 und einer FMO oxidiert.[62]
Hydroxylierungsreaktionen im Bereich der sp-ten Funk-
tionalisierungen werden ebenso von Nicht-H-m-Oxygenasen
aus Biosynthesewegen, wie z. B. FMOs, Rieske-Oxygenasen,
Di-Eisen-Oxygenasen und Fe/aKG-abh-ngigen Hydroxyla-
sen, katalysiert. FMO-katalysierte chemoenzymatische Syn-
thesen lieferten beispielsweise ein vielf-ltiges Set aus ste-
reodivergenten Azaphilon-Naturstoffen.[63] Innerhalb der
Biosynthese des polyaromatischen Pyranonaphthochinon-
Antibiotikums Actinorhodin (23) fanden zwei aufeinander-
folgende Hydroxylierungen in C6- und C8-Position mittels
einer Zwei-Komponenten-FMO statt (Abbildung 8).[64] In-
nerhalb des Naturstoffsynthesewegs zu Saxitoxin wurde
kgrzlich gezeigt, dass sequenzielle Dihydroxylierungen durch
zwei Rieske-Oxygenasen katalysiert werden. Jedes Enzym ist
fgr eine selektive Hydroxylierung von b-Saxitoxinol zu 11-b-
Hydroxysaxitoxin (24) verantwortlich.[65] Außerdem ist eine
Nicht-H-m-di-Eisen-Monooxygenase an den Biosynthesen
von Platensimycin (25) und Platencin (26) beteiligt, die in der
C5-b-Position eine mghelose Diversifizierung der genannten
Naturstoffe erlaubt.[66] Insgesamt hebt die Breite an ver-
schiedenen Oxygenasen und Substanzklassen, die enzyma-
tisch hydroxyliert werden kçnnnen, die immense Bedeutung
der sp-ten Oxyfunktionalisierung in der Natur hervor.
Abbildung 6. Regioselektive Hydroxylierung achiraler Terpene: 1,4-
Cineol (16) und 1,8-Cineol (17). Diversifizierungspositionen sind in
Rot gekennzeichnet.
Abbildung 7. Multi-Oxyfunktionalisierung in der sp-ten Funktionalisie-
rung. Die aromatische und aliphatische P450-TxtC-katalysierte Hydroxy-
lierung liefert Diketopiperazin-Derivat 18, w-hrend die Dihydroxylie-
rung von Vitamin D2, katalysiert von CYP109E1, die Verbindung 19
ergibt. Die konsekutive oxidative N-Demethylierung und C6-Hydroxylie-
rung von (S)-Ketamin zu 20 wird durch CYP154E1 ermçglicht. Oxidati-
on von Vandetanib: Ein P450-Enzym katalysiert die Demethylierung via
Oxidation, die schließlich N-Desmethylvandetanib (21) ergibt, w-hrend
eine FMO-katalysierte Oxidation Vandetanib-N-oxid (22) liefert.
Abbildung 5. Regio- und stereoselektive Hydroxylierung verschiedener
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2.2. Epoxidierung
Die sp-te Oxyfunktionalisierung von Kohlenstoff-Koh-
lenstoff-Doppelbindungen zu Epoxiden liefert ein wichtiges
Motiv in vielen Naturstoffen. Trotzdem stellt sich die Che-
moselektivit-t der Epoxidierung gegengber der alternativen
Hydroxylierung oftmals als eine Herausforderung dar. Her-
vorzuheben ist die sp-te Epoxidierung des Terpenoids b-
Cembrendiol (27), in der eine P450-BM3-Variante hohe
Regio-, Chemo- und Stereoselektivit-t lieferte (Schema 4).[67]
Innerhalb des 14-gliedrigen Makrozyklus existieren drei po-
tenzielle Positionen zur Epoxidierung, sodass die Kontrolle
der Regioselektivit-t ein Problem bieten kann.[67] Sp-ter
wurde die Mutante P450-BM3 V78A/F87A als Ausgangsva-
riante in einer rationalen Optimierungskampagne eingesetzt.
Bindungsdichte-Oberfl-chenkarten wurden dabei genutzt,
um Aminos-urereste zu identifizieren, die verschiedene
Bindungsmodi (de-)stabilisieren und damit die C7,C8-Ep-
oxidierung gegengber alternativen Hydroxylierungspositio-
nen beggnstigen.[68] Systematische Substratoptimierung fgr
14-gliedrige Cembranoide lieferte ein besseres Verst-ndnis
der regioselektiven Oxidation mittels P450-BM3. Die Un-
tersuchung verdeutlichte, dass die Ringrigidit-t zusammen
mit dirigierenden Gruppen die Regioselektivit-t stark be-
einflusst. Rekonstruktion der aktiven Tasche verlief erfolg-
reich, sodass die Regioselektivit-t fgr die Oxidation des
Cembranoids abgestimmt werden konnte.[69]
Durch Kombination aus Engineering und In-vivo-Syn-
these wurde die C12,C13-Epoxidierung zu den Tylacton-
-hnlichen Makrolid-Antibiotika Juvenimicin (29), Rosamicin
(30) und M-4365 (31) ermçglicht, indem ein artifizielles chi-
m-res Konstrukt aus JuvD und einer Reduktase in die Bio-
synthesewege eingefghrt wurde (Abbildung 9).[70]
In Erg-nzung zu P450-Enzymen sind UPOs und FMOs
wichtige Biokatalysatoren fgr Epoxidierungsreaktionen. Vor
kurzem wurde eine UPO (CglUPO) identifiziert, welche die
Bildung des 4,5b-Epoxids (32) aus 14 katalysiert
(Schema 5).[71]
CglUPO zeigte eine hohe Chemo- und Stereoselektivit-t,
sodass die Epoxidierung gegengber der 16a-Hydroxylierung
bevorzugt wurde. UPOs bieten eine Alternative zu den besser
etablierten P450-Enzymen. Jedoch stellt die geringe Toleranz
Abbildung 8. Nicht-H-m Oxygenase-katalysierte Hydroxylierung inner-
halb verschiedener Biosynthesewege: FMO katalysiert zwei Hydroxylie-
rungen in der Synthese des Pyranonaphthochinon-Antibiotikums Acti-
norhodin (23) vor der Dimerisierung. Zwei Rieske-Oxygenasen erçffnen
die Reaktion von b-Saxitoxinol zu 11-b-Hydroxysaxitoxin (24). Eine
Nicht-H-m-di-Eisen-Monooxygenase hydroxyliert Platensimycin (25)
und Platencin (26) vor deren weiterer Oxidation.
Abbildung 9. Epoxidierung der Tylacton-basierten Makrolid-Antibiotika
Juvenimicin (29), Rosamicin (30) und M-4365 (31), die durch die
P450 JuvD katalysiert wird.
Schema 4. Epoxidierung des 14-gliedrigen Makrozyklus b-Cembrendiol
(27) zu 7,8-Epoxy-b-cembrendiol (28).
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des Cosubstrats H2O2 einen beachtenswerten Nachteil dar,
was ausgeklggelte In-situ-Regenerationssysteme erforderlich
macht. Im Gegensatz zu P450-Enzymen sind UPOs in sp-ten
Funktionalisierungen komplexer Molekgle deutlich weniger
untersucht.
2.3. Spirozyklisierung
Das Spiro-Motiv ist aufgrund seiner rigiden Konformati-
on, die Ligand-Rezeptor-Interaktionen beggnstigen kann,
besonders attraktiv in der Wirkstoffentwicklung.[72] Die Be-
deutung spirozyklischer Verbindungen in Naturstoffwegen
wurde von Tang et al. 2017 in einem 3bersichtsartikel ver-
çffentlicht.[24] Es sollte erw-hnt werden, dass die biokatalyti-
sche Spirozyklisierung bislang auf wenige außergewçhnliche
Beispiele begrenzt ist, die lediglich aus Naturstoffsynthese-
wegen stammen und im Folgenden diskutiert werden.
Die Dihydroxylierung von Cholesterin zum 5,6-Furoketal
des Cholesterins wird durch zwei P450-Enyzme, PpCYP90G4
und TfCYP90B50, katalysiert, welche die weiterfghrende
Oxidation erlauben und schließlich das Spiroketal Diosgenin
(33) produzieren (Abbildung 10a).[73]
Außerdem weisen die antikanzerogenen Substanzen
(+)/(@)-Notoamid A/B (34–37) eine Spiro-Oxindol-Gruppe
auf, die biokatalytisch mittels zweier FMOs (NotI und NotI’)
durch sequenzielle stereoselektive Epoxidierung und semi-
Pinakol-Umlagerung gebildet wird (Abbildung 10b).[74]
Die beiden Fe/aKG-Hydroxylasen (SptF and SptN)
wurden kgrzlich im Gencluster des Meroterpenoids Emeri-
don F aus Apergillus sp. TJ23 identifiziert.[75] Beide Dioxy-
genasen zeigen verschiedene Oxyfunktionalisierungen, wobei
SptF eine oxidative Umlagerung katalysiert, der eine Epoxi-
dierung vorangeht, w-hrend SptN die regio- und stereose-
lektive Hydroxylierung in C9-Position des Kernmotivs von
Emeridon F (39) katalysiert (Schema 6). Es l-sst sich ver-
muten, dass diese Enzyme Teil des Biosynthesewegs des spi-
rozyklischen Emeridon-Analogs Spiroaspertrion A (40)
sind.[75] In diesem Zusammenhang ist interessant, dass SptF
und SptN auch In-vitro-Aktivit-t gegengber verschiedenen
Emeridon-Derivaten zeigen, was somit die erste potenzielle
Anwendung in der sp-ten Funktionalisierung demon-
striert.[75]
2.4. Desoxyfluorierung
Die Oxyfunktionalisierung bietet die Mçglichkeit zum
Einbau von Fluor via Desoxyfluorierung. Als alternativer
Ansatz wird die direkte Fluorierung durch Biohalogenie-
rungsreaktionen ausfghrlich in Abschnitt 3.4 behandelt.
Die biokatalytische regio- und stereoselektive Hydroxy-
lierung pharmazeutisch relevanter Bausteine macht die wei-
tere Modifizierung durch einen chemischen Fluorierungs-
schritt mçglich. Ein entsprechendes chemoenzymatisches
Verfahren wurde von Rentmeister et al. entwickelt.[76] Fgr die
selektive Zwei-Schritt-Fluorierung niedermolekularer orga-
nischer Verbindungen katalysiert eine optimierte P450-BM3-
Variante zun-chst eine selektive Hydroxylierung, wobei die
Cyclopentenon-Derivate (41–43) in zwei bis drei verschie-
denen Positionen hydroxyliert wurden (Abbildung 11). Nach
Isolierung des hydroxylierten Produkts konnte schließlich die
Desoxyfluorierung mithilfe von Diethylaminoschwefeltri-
Abbildung 10. Die Spiroketal-Naturstoffe Diosgenin (33) und Noto-
amid-Derivate (34–37), in welchen die Spirozyklisierung durch Oxy-
funktionalisierungen mittels P450-Enzymen bzw. FMOs katalysiert
wird.
Schema 6. Fe/aKG-Hydroxylase-katalysierte Hydroxylierung und Epoxi-
dierung als Teil des Biosynthesewegs von Emeridon F (39) aus Andico-
nin (38) und ihre mutmaßliche Beteiligung innerhalb des Synthese-
wegs zum Spiro-Meroterpenoid Spiroaspertrion A (40).
Abbildung 11. Regioselektive enzymatische Fluorierung der Cyclopen-
tenon-Derivate (41–43) durch eine von einer P450-BM3-Variante kataly-
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fluorid (DAST) ausgefghrt werden (Schema 7a). Zur Er-
weiterung des Konzepts wurde ebenfalls gezeigt, dass die
Transformation einer Methoxygruppe in einen Fluorsubsti-
tuenten mçglich ist. Nach vorangehender Hydroxylierung
und dem daraus resultierenden Zerfall des Halbacetals in das
entsprechende hydroxylierte Intermediat (48) erfolgte die
Fluorierung im finalen Schritt (Schema 7 b).
Außerdem wurde die Desoxyfluorierung auf sterisch an-
spruchsvolle Terpenoide angewendet, z. B. fgr die Sesquiter-
penlacton-Derivate (7R)-Fluorartemether (52) und (7R)-
Fluorartersunat (53).[40] Die zuvor erw-hnten optimierten
P450-BM3-Varianten wurden eingesetzt, um die regio- und
stereoselektive Hydroxylierung von Artemisin (2), gefolgt
von der Desoxyfluorierung, auszufghren (Schema 8). Die
Anwendung der biokatalytisch induzierten Desoxyfluorie-
rung erweitert das Potenzial oxidativer Enzyme fgr die Syn-
these fluorierter Wirkstoffderivate. P450-Enzyme ermçgli-
chen die stereoselektive Heterofunktionalisierung komplexer
Molekglgergste und bieten daher eine ngtzliche Alternative
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sind z. B. Carbentransfer,[77–83] C-
H-Aminierung,[84–87] S-H-Sulfimi-
dierung,[88] Si-H-Hydroxylierung[89]
und die Aziridinierung.[90] Diese
fgr Enzyme neuartigen Funktio-
nalisierungen, die vorwiegend von
P450-Enzymvarianten bewerkstel-
ligt werden, wurden in aktuellen
3bersichtsartikeln zur Optimie-
rung und Anwendung im Detail
beschrieben.[91–93] Ein typisches Merkmal der nicht-natgrli-
chen Enzymaktivit-ten ist die Mutation des konservierten
proximalen Cysteins zu einem Serin-Rest in P450-BM3. In-
folgedessen steigt das Reduktionspotenzial des Ferryl-Kom-
plexes, und aufgrund der daraus resultierenden ver-nderten
spektroskopischen Eigenschaften werden solche Enzyme als
P411-Enzyme bezeichnet.[78]
In einer kgrzlich erschienenen Studie wurde die enantio-
selektive Cyclopropenierung interner Alkine vorgestellt.
Eine evolvierte P411-Variante war in der Lage, die Cyclo-
propenierung fgr eine Reihe von Alkin-Substraten (54) zu
katalysieren. Ein hoher Grad an Stereoselektivit-t (> 99.9%
Enantiomerengberschuss, ee) wurde mithilfe der hocheffizi-
enten P411-Variante (TTN , 5760) fgr die resultierenden
Cyclopropene (56) erreicht (Schema 9a). Zudem konnten
P411-Varianten eine propargylische C-H-Insertion (58), Cy-
clopropanierung (59) oder [3+2]-Cycloaddition (60) kataly-
Schema 7. Regioselektive chemoenzymatische Transformation der
Methoxygruppe in einen Fluorsubstituenten, gezeigt ffr a) 5-Phenylox-
azolin-Derivate (44) und b) Corey-Lacton-Derivate (47).
Schema 8. Chemoenzymatische Desoxyfluorierung von Artemisin (2)
ermçglicht die weitere Reduktion zu (7R)-Fluorartemether (52) sowie
(7R)-Fluoroartesunat (53).
Schema 9. a) Enzymatische P411-Varianten katalysieren Carbentransfer, der die Cyclopropenierung in-
terner Alkine ermçglicht. b) Chemoselektive P411-Varianten ermçglichen entweder die propargylische
C-H-Insertion (58), eine Cyclopropenierung (59) oder eine [3+2]-Cycloaddition (60).
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sieren (Schema 9b).[83] Enzymvarianten wurden kgrzlich fgr
die stereoselektive Lacton-Carben-Insertion entwickelt
(Schema 10). Durch die Einfghrung dieser funktionellen
Gruppe waren zahlreiche Derivate des Sequiterpenlacton-
amins (61–74) in hohen Enantio- und Diastereoselektivit-ten
zug-nglich.[82]
Kgrzlich wurde gber die Konstruktion von P411-Enzymen
fgr die C(sp3)-H-Aminierung berichtet. Die hochgradig regio-
und chemoselektive prim-re Amininierung war in allylischen
und benzylischen Positionen mçglich (75–78, Abbildung 12a–
d).[87] Somit haben P411-Varianten eine Vielfalt an in der
Natur bisher nicht beschriebenen Reaktionen fgr die sp-te
Funktionalisierung erçffnet. Komplement-re Aktivit-t, Se-
lektivit-t und Effizienz untermauern das große Potenzial fgr
weiterfghrende Ans-tze zur Funktionalisierung. In diesem
Zusammenhang wurde gezeigt, dass P450-BM3 in der Lage
ist, Silane zu Silanolen zu hydroxylieren (79–80, Abbil-
dung 12e).[89] Obwohl derzeit keine Silicium-haltigen Wirk-
stoffe zugelassen sind,[94] ist der Einbau von Silicium in
Wirkstoffe als Bioisoster zum Kohlenstoffatom von zuneh-
mendem Interesse.[95, 96]
Trotz des immensen Fortschritts und eines breiten Reak-
tionssets haben nicht-natgrliche Reaktionen bislang noch
keinen Einzug in den Bereich der Wirkstoffentwicklung ge-
funden, da Studien zur Robustheit und einem ausgeweiteten
Anwendungsspektrum noch ausstehen.
3. Biohalogenierung: Vielf-ltige Wege zum selekti-
ven Aufbau der Kohlenstoff-Halogen-Bindung
3.1. Wie nutzen Halogenasen Halogenidsalze?
Die Halogenierung ist eine der h-ufigsten organischen
Reaktionen und findet breite Anwendung in der Groß- und
Feinchemikaliensynthese. Halogenatome gben oftmals einen
ggnstigen Effekt auf die Wirksamkeit und pharmakokineti-
schen Eigenschaften von Wirkstoffen aus und sind zudem
ngtzliche Mittel fgr eine Reihe von Derivatisierungen, wie
z. B. Kreuzkupplungen.[97,98] In der Tat enthielten im Zeitraum
von 1914–2014 rund 30% der zugelassenen Wirkstoffe ein
Halogenatom.[97]
Halogenasen nutzen Halogenid-Ionen und molekularen
Sauerstoff oder Wasserstoffperoxid als Substrate und werden
in vier Gruppen unterteilt: 1) Haloperoxidasen (H-m- oder
Vanadium-enthaltende Enzyme); 2) Flavin-abh-ngige Halo-
genasen; 3) Nicht-H-m-Eisen/a-Ketoglutarat-abh-ngige Ha-
logenasen;[99, 100] sowie 4) nucleophile Halogenasen (Fluori-
nasen).[101, 102] Oxidative Halogenasen bilden entweder formal
eine „X+“-Spezies (X = Cl, Br, I) oder ein Halogenradikal,
wohingegen Fluorinasen ein nucleophiles Fluorid-Ion gber-
tragen (Schema 11). Fgr einen 3berblick gber die Fort-
schritte und aktuelle Anwendungen der halogenierenden
Enzyme verweisen wir auf einen aktuellen Aufsatz von
Minges und Sewald.[103] In Erg-nzung dazu sind weitere De-
tails gber die biokatalytische Halogenierung in Supporting
Section 4 zusammengefasst (siehe Hintergrundinformatio-
nen). Da Haloperoxidasen aufgrund mangelnder Selektivit-t
keine große Bedeutung in der sp-ten Funktionalisierung
haben, wird ihre Anwendung hier nicht weiter ausgefghrt.[104]
3.2. Flavin-abh-ngige Halogenasen
Die herausragende Regioselektivit-t sowie die Mçglich-
keit, Reaktionen unter milden Reaktionsbedingungen
durchzufghren, sind außergewçhnliche Charakteristika der
Flavin-abh-ngigen Halogenasen.[105,106] Dennoch sind nicht
alle Halogenasen synthetisch nutzbar, da einige Mitglieder
dieser Klasse ein Carrier-gebundenes statt eines freien Sub-
Schema 10. Spektrum der Lacton-Carben-Insertionen in prim-re und
sekund-re a-Amino-C-H-Bindungen durch optimierte Enzymvarianten,
die von P411-C10 abstammen. P411-C10 wurde in der zuvor erw-hn-
ten Cyclopropenierung verwendet (Schema 9).
Abbildung 12. a–d) P411-katalysierte prim-re Aminierung allylischer
und benzylischer C-H-Bindungen. e) Beispiele ffr die selektive Silan-
Oxidation durch Optimierung von P450-BM3, was das Potenzial der
Si-basierten Chemie in der Biokatalyse zeigt.
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strats bençtigen.[107, 108] Zurzeit sind Tryptophan-Halogenasen,
die freies Tryptophan halogenieren, die am besten unter-
suchten Enzyme dieser Klasse. Der modulare Werkzeugkas-
ten aus regiokomplement-ren Tryptophan-Halogenasen hat
sich im Laufe der Jahre st-ndig erweitert. In Anwesenheit von
O2, einem Halogenid-Salz und FADH2 wird selektiv entweder
die C5-, die C6- oder die C7-Position des Indolrings von l-
Tryptophan (81) adressiert, und damit entsteht l-Halogen-
tryptophan (82) (Schema 12).[109–114] Als Folge der inh-renten
Sauerstoffempfindlichkeit von FADH2 muss der Cofaktor in
situ durch eine Hilfsreaktion, z. B. mit einer Flavin-Reduk-
tase, zur Verfggung gestellt werden, um eine kontinuierliche
Versorgung zu gew-hrleisten. Lichtgetriebene Reduktion des
Flavins oder Nicotinamid-Mimetika haben sich als ngtzliche
Alternativen erwiesen.[115, 116] Ein bifunktionales Fusionspro-
tein bestehend aus Halogenase und Flavin-Reduktase wurde
ebenso generiert, um einen beschleunigten FADH2-Aus-
tausch zwischen den katalytischen Zentren zu fçrdern.[117]
Jedoch wiesen die Konstrukte verschlechterte Produktaus-
beuten im Vergleich zu den separaten Enzymen auf.
Die Kristallstrukturen verschiedener komplement-rer
Enzyme zeigen eine starke Fixierung des Substrates im akti-
ven Zentrum, was ein gutes Beispiel fgr Katalysatorkontrolle
darstellt, da die indolischen C-H-Positionen durch sterisch
anspruchsvolle Reste des Proteins abgeschirmt werden und
damit lediglich an einem Kohlenstoffatom des Indol-Restes
die elektrophile aromatische Substitution mçglich ist (Ab-
bildung 13).[105,118, 119]
Tryptophan-Halogenasen akzeptieren eine Reihe ver-
schiedener substituierter Tryptophane und elektronenreiche
Arene.[120, 121] Außerdem unternahm die Gruppe um Lewis
umfangreiche Untersuchungen zum Substratspektrum ver-
schiedener Halogenasen, wodurch sich ein deutlich breiteres
Spektrum zeigte als ursprgnglich angenommen.[122]
Frese und Sewald brachten die pr-parative Anwendung
Flavin-abh-ngiger Halogenasen voran, indem die Halogenase
RebH mit den notwendigen Hilfsenzymen als vernetzte En-
zymaggregate coimmobilisiert wurde.[123] Ein Fluoreszenz-
Screening, das die Detektion von Bromtryptophan auf Basis
eines Biaryls ermçglicht und die Suzuki-Miyaura-Kreuz-
kupplung als Reporterreaktion anwendet, vereinfacht das
Enzym-Engineering in der gerichteten Evolution.[124] Minges
et al. fghrten eine aufw-ndige Evolutionskampagne durch, in
der randomisiertes und rationales Engineering kombiniert
wurden, um Einflussfaktoren fgr die Thermostabilit-t und
Aktivit-t zu untersuchen.[125] Trotz vielf-ltiger Anstrengun-
gen ist die Biohalogenierung bisher durch ihre geringe Effi-
zienz begrenzt, die gberwunden werden muss, um den Wert
dieser Enzyme fgr die sp-te Funktionalisierung zu steigern.
Schema 11. Reaktive Zwischenstufen ffr enzymatische Halogenierun-
gen, gezeigt ffr verschiedene Halogenase-Klassen. a) Haloperoxid-
asen: HOCl wird aus dem aktiven Zentrum freigesetzt. b) Fe/aKG-ab-
h-ngige Halogenasen: Die Nicht-H-m-Ferryl-Oxo-Spezies initiiert die
Abstraktion eines Radikals vom Substrat. c) Flavin-abh-ngige Haloge-
nasen: Hypohalogenige S-ure diffundiert durch einen Tunnel zum
Substrat. d) Fluorinasen: In einer SN2-Reaktion wird Fluorid als Nuc-
leophil auf S-Adenosylmethionin fbertragen.
Schema 12. Regioselektive enzymatische Halogenierung von l-Trypto-
phan (81) mit kontinuierlicher Cofaktorregenerierung.
Abbildung 13. Die 3berlagerung der aktiven Zentren von RebH (PDB-
ID: 2OA1) und Thal (PDB-ID: 6H44) zeigt die modulare Regioselektivi-
t-t der Halogenasen gegenfber l-Tryptophan (81). Durch optimale
Feinabstimmung sind die Indol-Seitenketten in beiden aktiven Zentren
im Vergleich koplanar zueinander orientiert, sodass entweder die C7-
(RebH) oder die C6-Position (Thal) in Richtung der katalytisch relevan-
ten Reste, Lys79 und Glu357, ausgerichtet ist. Aminos-urereste mit
abweichender Nummerierung zwischen RebH und Thal sind ange-
zeigt, falls nçtig. Tryptophan im Komplex mit Thal (dunkelgrau) und
RebH (grfn) ist als Stabmodell gezeigt; Seitenketten des aktiven Zen-
trums von Thal (C-Atome: hellgrau) und RebH (C-Atome: gelb) sind
hervorgehoben (O-Atome: rot, N-Atome: blau).
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Die sp-te Halogenierung anspruchsvoller biologisch ak-
tiver Heterozyklen wurde durch einen Substratwanderungs-
ansatz erreicht. Nach mehreren Runden der gerichteten
Evolution und schrittweisen Modifizierungen der Substrate
wurden sterisch anspruchsvolle Alkaloide und beispielsweise
der b-Blocker Carvedilol in die entsprechenden chlorierten
Derivate (83–88) gberfghrt (Schema 13).[126] Ebenso erwies
sich eine der Mutanten fgr die Desymmetrisierung von De-
rivaten des Methylendianilins (89) als ngtzlich, indem ein
Stereozentrum weiter entfernt von der Halogenierungsposi-
tion aufgebaut wird, was auf konventionell chemischem Weg
schwer erreichbar ist.[127]
Ortega et al. identifizierten jgngst eine ungewçhnliche
Tryptophan-Halogenase, die an der Biosynthese eines 23-mer
Lanthipeptids beteiligt ist: MibH katalysiert die sp-te Halo-
genierung eines Trp-Restes innerhalb eines peptidischen
Biosynthesevorl-ufers (91), wodurch das Peptid NAI-107 (92)
resultiert (Schema 14).[128] MibH ist hochgradig substratspe-
zifisch, sodass selbst kleine Ver-nderungen des Peptidsub-
strats nicht akzeptiert wurden und somit die Anwendung
dieses Enzym in der Halogenierung von Peptiden einge-
schr-nkt ist.
W-hrend sich die gberwiegende Zahl der Beispiele fgr die
sp-te Funktionalisierung auf Tryptophan-Halogenasen fo-
kussiert, wurden ebenfalls Anstrengungen unternommen, um
neue Halogenasen aus Genomdaten zu identifizieren. Dem-
entsprechend wurden durch die Analyse von Sequenz-hn-
lichkeitsnetzwerken 39 neue Halogenasen entdeckt.[129]
Ebenso fghrte dies zu der Identifizierung und genaueren
Untersuchung von Halogenid-spezifischen Halogenasen, wie
z. B. Brominasen.[130, 131] Insbesondere Gkotsi et al. machten
mit einer viralen Iodinase einen außerordentlichen Fund
(Schema 15). Durch die Erstellung eines umfangreichen
Substratprofils wurde eine deutliche Pr-ferenz fgr die Iodie-
rung deutlich.[132] Diese Eigenschaft ist hochattraktiv fgr die
C-H-Aktivierung, da Aryliodide wertvolle Ausgangssub-
stanzen fgr Kreuzkupplungsreaktionen sind. Dennoch bleibt
die Frage ungekl-rt, wie Brominasen oder Iodinasen vor-
zugsweise grçßere Halogenide akzeptieren und ob das Re-
doxpotenzial und/oder sterische Effekte entscheidende Fak-
toren zur Kontrolle der Halogenidselektivit-t sind.
Schema 13. a) Sp-te Halogenierung verschiedener Indol-abgeleiteter,
sterisch anspruchsvoller Verbindungen (83–88) durch schrittweise ge-
richtete Evolution von RebH. b) Die enantioselektive Desymmetrisie-
rung von Methylendianilinen (89) mithilfe von RebH 4-V wird durch
den Substituenten „R“ ausgelçst (Stereozentrum: blauer Stern).
Schema 14. Sp-te Halogenierung eines Tryptophan-Restes in der Lan-
thipeptid-Vorstufe, was durch die nicht-Carrier-abh-ngige Tryptophan-
Halogenase MibH katalysiert wird. FADH2 wird mithilfe einer Flavin-
Reduktase bereitgestellt, die begleitend NADH oxidiert.
Schema 15. Bioinformatisches Halogenase-Screening und Identifizie-
rung einer Iodinase, die von Gkotsi et al. beschrieben wurde. Ein
schrittweiser Arbeitsablauf ausgehend von der Sequenzidentifikation
(Genome Mining) bis hin zur Erstellung eines Substratprofils brachte
eine bis dato nicht beschriebene Iodinase hervor. Exemplarisch sind
einige iodierte Reaktionsprodukte gezeigt.
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3.3. Nicht-H-m-Eisen/a-Ketoglutarat-abh-ngige Halogenasen
Fe/aKG-abh-ngige Halogenasen sind attraktive Werk-
zeuge, um weniger aktivierte C(sp3)-H-Reste zu aktivieren.
Diese Eigenschaft wurde bislang nicht fgr Flavin-abh-ngige
Halogenasen oder Haloperoxidasen beschrieben.[133] Die Fe/
aKG-abh-ngige Halogenase SyrB2 war die erste ausgiebig
charakterisierte Halogenase dieses Typs.[99] Obwohl ein Car-
rier-gebundenes Substrat notwendig ist, wurde die Aktivit-t
in vitro erfolgreich fgr die Halogenierung von Carrier-ge-
bundenem l-Threonin (102) oder l-Alloisoleucin nachge-
wiesen (Schema 16 a). Selbst Pseudohalogene wurden ak-
zeptiert, sodass Azidierung und Nitrierung von 102 zu den
Produkten 104 bzw. 105 mçglich war.[134]
Mit der Entdeckung einer Carrier-unabh-ngigen Fe/
aKG-Halogenase stieg das Interesse an dieser Enzymklasse:
WelO5 katalysiert die selektive Chlorierung von 12-epi-Fi-
scher-Indol U (106) in einem sp-ten Stadium der Biosynthe-
se.[135] Das ist besonders gberraschend vor dem Hintergrund
der komplizierten Struktur sowie der zahlreichen -hnlichen
C(sp3)-H-Positionen (Schema 16 b). Sp-ter wurden weitere
Homologe identifiziert:[135] AmbO5, WelO5* (oder Hw-
WelO15) und Wi-WelO15 ermçglichen die Halogenierung
strukturell wenig voneinander abweichender Fischer-Indole
und Hapalindole.[136, 137]
Das enge Substratspektrum der beschriebenen Enzyme
ist ein entscheidendes Hindernis, das durch Protein-Engi-
neering angegangen wurde. Hayashi et al. beschrieben die
erste Evolutionskampagne fgr eine Fe/aKG-abh-ngige Ha-
logenase mit dem Ziel, Nicht-Indol-Alkaloide zu halogenie-
ren.[138] Ein vom Martinellin abgeleitetes Fragment (108)
diente als Modellsubstrat fgr die Evolution, ausgehend von
einer schwachen promiskuitiven Aktivit-t von WelO5*.
Struktur-orientiertes Engineering fghrte schließlich zu den
Varianten CA2 und CB2, die sich in der Regioselektivit-t
unterscheiden und deutlich verbesserte katalytische Para-
meter fgr die Reaktion zum halogenierten Derivat (109)
aufweisen. ihnlich zum Wildtyp wies die Variante CA2
jedoch eine signifikante Hydroxylierungsaktivit-t auf. Er-
freulicherweise wurde diese Nebenreaktion fgr die beste
Variante CB2 minimiert und eine deutlich verbesserte Halo-
genierungsaktivit-t zum Derivat 109 festgestellt. Ebenso
wurde gber das Engineering von Wi-WelO15 von Hoeben-
reich et al. berichtet. Die gber vier Generationen evolvierten
Enzymvarianten katalysierten die sp-te Chlorierung nicht-
natgrlicher Hapalindol-Derivate (110, 111) im Milligramm-
Maßstab.[139]
Die jgngste Entdeckung von Fe/aKG-abh-ngigen Ami-
nos-ure-Halogenasen erweitert den synthetischen Nutzen
dieser Enzymklasse deutlich. Die BesD-Familie zeigt Akti-
vit-t gegengber aliphatischen C-H-Gruppen verschiedener
Aminos-uren (Schema 17).[140] Bemerkenswert ist dabei, dass
regioselektive Halogenierungen von Lysin und Ornithin zu
den Verbindungen 112–114 sowie die von weiteren aliphati-
schen Aminos-uren, z. B. Leucin, Isoleucin und Norleucin,
gelangen. Die Modifikation durch nachfolgende Enzyme er-
weiterte das Repertoir an zug-nglichen halogenierten Ami-
nos-urederivaten (118–121) zudem. Die Biohalogenierung
freier aliphatischer Aminos-uren wurde bis dato nicht be-
schrieben und l-sst sich nur schwierig mithilfe anderer Me-
thoden umsetzen. Vor kurzem wurde außerdem die erste
Nucleotid-Halogenase verçffentlicht: Das Fe/aKG-abh-ngi-
ge Enzym AdeV katalysiert die 2’-Chlorierung eines Des-
oxyadenosin-Restes und anderer Nucleotid-Derivate, jedoch
mit verringerter Effizienz.[141]
Zweifellos ist die Anwendung von Fe/aKG-Halogenasen
mit Problemen verbunden. Unter anderem sind ein enges
Substratspektrum und die bisher berichteten Reaktionen le-
diglich im analytischen oder geringen Milligramm-Maßstab
durchgefghrt worden. Diese Faktoren beeintr-chtigen die
Bedeutung dieser Enzyme fgr die Biokatalyse. Selbst ausge-
klggeltes Engineering hat sich bislang als schwierig erwiesen,
um das Substratprofil drastisch zu verbreitern. Daher sind
weitere Verbesserungen nçtig: Allen voran muss sich das Set
an Enzymen vergrçßern, um diese zu attraktiven Katalysa-
toren fgr sp-te Funktionalisierungsreaktionen zu machen.
Schema 16. Repr-sentative Beispiele ffr Reaktionen, die von Fe/aKG-
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3.4. Fluorierende Enzyme
Organofluorverbindungen repr-sentieren 38% der zuge-
lassenen, Halogen-enthaltenden Wirkstoffe und sind damit
nach Organochlorverbindugen am zweith-ufigsten.[97] Im
Gegensatz dazu sind fluorierte Naturstoffe sehr selten, und
ihre Biosynthesen beinhalten im Allgemeinen eine Adeno-
sylfluorid-Synthase, h-ufig auch Fluorinase genannt.[142] Im
Jahr 2002 wurde die erste Fluorinase im Bakterium Strepto-
myces cattleya entdeckt.[143] Auch wenn sp-ter weitere ho-
mologe Enzyme folgten, ist das Spektrum bisher begrenzt.[142]
Generell katalysiert die Fluorinase den Austausch eines
Chloratoms des 5’-Chlor-5’-desoxyadenosins (5’-ClDA, 122)
gegen l-Methionin und generiert dabei S-Adenosylmethio-
nin (AdoMet, 123). Eine anschließende SN2-Reaktion ergibt
den fluorierten Metaboliten 5’-Fluor-5’-desoxyadenosin (5’-
FDA, 124 ; Schema 18), was sich als ein mghsamer und wenig
effizienter Weg herausstellt. Lowe et al. versuchten diesen
Flaschenhals zu umgehen und die Nutzbarkeit der Fluorie-
rung weiter auszuschçpfen, indem eine
Finkelstein-Reaktion angewendet
wurde.[144] In diesem Fall konnte 124 aus-
gehend von dessen 5’-bromiertem Derivat
(125) direkt in einem statt in zwei Schritten
hergestellt werden.
Die [18F]-Radiomarkierung bioaktiver
Molekgle fgr die Positronen-Emissions-
Tomographie (PET) ist ein Bereich, in dem
Fluorinasen von Vorteil sind, um den
ortsselektiven Einbau von [18F]-Markern
zu erzielen.[145] Beispielsweise konnten
sperrige Reste wie das zyklische Peptid
c[RGDfK] gber einen modifizierten Alkin-
Linker (126) angefggt werden, sodass die
18F-Fluorierung des Derivats 127 mçglich
wurde (Schema 19).[146] Ebenso wurde die
Fluorinase-katalysierte Transhalogenie-
rung fgr das Antikçrper-Pretargeting sowie
in der Markierung von Pharmakophoren
von Prostatakrebstumoren einge-
setzt.[147, 148]
Trotz vorheriger Ans-tze mit dem Ziel,
die Fluorinase-Effizienz durch Substrat-
Schema 17. Halogenierung freier Aminos-uren durch Halogenasen der BesD-Familie. Repr--
sentative Biotransformationsprodukte und die beteiligten Enzyme sind dargestellt.
Schema 18. Heute angewendete Ans-tze ffr den Zugang zu 5’-FDA
(124) durch eine Zwei-Schritt-Transhalogenierung oder eine Finkel-
stein-Reaktion nach O’Hagan und Mitarbeitern.
Schema 19. Biomolekfle kçnnen durch eine Alkin-Gruppe verknfpft
werden, w-hrend die Fluorierung weiterhin mçglich ist, wie ffr die
sp-te [18F]-Markierung eines zyklischen RGD-Peptidderivats (127) ge-
zeigt. Die Fluorinase katalysiert den letzten Schritt zur Einffhrung des
Radiomarkers durch Nutzung von [18F]-Fluorid.
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optimierung und Reaktions-Engineering zu steigern, ist die
Nutzung von Fluorinasen in der sp-ten Markierung aufgrund
geringer kinetischer Effizienz und eines limitierten Substrat-
spektrums leider wenig verbreitet. Auch Bemghungen, die
Effizienz durch gerichtete Evolution zu erhçhen, fghrten zu
m-ßig verbesserten Varianten.[149, 150] Generell sind weitere
Anstrengungen erforderlich, um die Substratspezifit-t zu lo-
ckern sowie die Synthesen der Cofaktor-Analoga zu verein-
fachen, damit die enzymatische Fluorierung ein zentrales
Instrument fgr die pharmazeutische Synthese werden kann.
3.5. Aryl-Diversifizierung durch Kombination der
Biohalogenierung mit Kreuzkupplungsreaktionen
Die Kombination der Halogenierung mit Pd-katalysierter
Kreuzkupplung ist eine hervorragende Methode fgr die sp-te
C-C-Bindungsbildung. Bio- und chemokatalytische Kaska-
denprozesse sind hochattraktiv, da sie die hohe Spezifit-t von
Enzymen mit der Vielfalt der Transformationen in der Che-
mokatalyse verbinden:[151] Es wurde gber Suzuki-Miyaura-
Kreuzkupplungen, Mizoroki-Heck- und Sonogashira-Reak-
tionen berichtet, die gemeinsam mit der enzymkatalysierten
Halogenierung im initialen Schritt eine Reihe substituierter
Tryptophane zug-nglich machten (129–132, Sche-
ma 20 a).[152–155] Durch die Anwendung der zuvor erw-hnten
RebH-Variante 4-V konnten verschiedene bioaktive Arene
(z. B. 88, 135) halogeniert und anschließend Kreuzkupplun-
gen durchgefghrt werden, wobei der Aufbau von C-C-, C-N-
und C-O-Bindungen demonstriert wurde (Schema 20b).[156]
Dachwitz et al. zeigten vor kurzem, dass Pd-Nanopartikel
das Potenzial fgr ngtzliche Kreuzkupplungskatalysatoren
besitzen. Die Suzuki-Reaktion konnte sowohl mit Bromtry-
ptophanen als auch mit bromierten Peptiden in Wasser und
an Luft unter milden Bedingungen durchgefghrt werden, was
eine wichtige Voraussetzung in chemoenzymatischen Kaska-
den bietet, um Kompatibilit-tsprobleme zu umgehen.[157]
Verschiedene Gruppen kombinierten erfolgreich enzymati-
sche Halogenierung und Kreuzkupplung in einem chemoge-
netischen Ansatz. Dies erlaubte die Synthese von Aryl-sub-
stituierten Naturstoffen durch den heterologen Einbau von
Halogenasegenen in Biosynthesewege. Auf diese Weise
konnten nicht-natgrliche Metabolite (139–140) erhalten
werden (Schema 21).[158–160] Diese In-vivo-Ans-tze umgehen
Komplikationen, die h-ufig in vitro mit der Handhabung
biosynthetischer Enzyme zur Herstellung komplexer Natur-
stoffe verbunden sind. Dennoch kçnnen die Gen-Insertion
und eventuell mangelnde Toleranz des extrinsischen Gens
durch den Wirt mçgliche Probleme verursachen. Oftmals
stellt die Isolierung des modifizierten Naturstoffes aus dem
Fermentationsmedium eine Herausforderung dar und resul-
tiert in geringen Ausbeuten. Somit fehlt diesem Ansatz mo-
mentan ein breites Anwendungsspektrum, u.a. in der Er-
stellung Naturstoff-abgeleiteter Wirkstoffbibliotheken.
4. Sp-te Alkylierung und Acylierung
Der Aufbau von C-C-Bindungen ist funda-
mental fgr die Synthesechemie, um komplexe
Molekglgergste aufzubauen. Zahlreiche Metho-
den existieren dafgr in der Chemie, angefangen
von Aldolreaktionen bis hin zum weitl-ufigen
Gebiet der Metallorganik. Im Gegenzug ist die
Bandbreite solcher Transformationen in der En-
zymkatalyse weniger weit entwickelt.[161] Nichts-
destotrotz sind sp-te Funktionalisierungsreaktio-
nen, die es ermçglichen, Kohlenstoffreste auf
multifunktionelle Molekgle zu gbertragen, essen-
ziell in der Wirkstoffentwicklung.
4.1. Biokatalytische 3bertragung von
Methylgruppen und analogen Bausteinen
Eine bedeutsame Verbesserung von Rezeptor-
Bindungsaffinit-ten kann durch die Methylierung
einer Wirkstoff-Leitstruktur beobachtet werden.
Daher sprechen Medizinalchemiker auch vom
„magischen Methyleffekt“.[162] Der selektive
Einbau von Methylgruppen in komplexe Mole-
kgle ist oftmals eine Herausforderung und erfor-
dert mehrere chemische Schritte sowie harsche
Methylierungsreagenzien.[163]
In der Natur katalysieren S-Adenosylmethio-
nin-abh-ngige Methyltransferasen (MTasen) die
Schema 20. a) Pd-katalysierte Kreuzkupplungen, verbunden mit der Biohalogenie-
rung zur Diversifizierung von Tryptophan (81). b) Beispiele ffr sp-te Modifizierungs-
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selektive Methylierung von Biopolymeren, z. B. von Nuc-
leins-uren, Proteinen oder Sekund-rmetaboliten. Diese F--
higkeit hebt das große Potenzial der zielgerichteten enzy-
matischen Methylierung hervor.
AdoMet-abh-ngige MTasen sind in der Lage, eine Me-
thylgruppe von dem Donor AdoMet (123) auf eine Vielzahl
von Nucleophilen (z. B. C, O, N, S, P) zu gbertragen.[164] In
ersten Studien legte die Rçntgenkristallstruktur der Cate-
chol-O-Methyltransferase (COMT) die Grundlage fgr das
Design entsprechender Varianten, die entweder meta- oder
para-methylierte Catechole produzieren und damit Bausteine
fgr die Wirkstoffe Aliskiren und Mesopram bereitstellen.[165]
Dennoch besteht eine stetige Nach-
frage nach robusten enzymatischen Me-
thylierungsstrategien, denn das Donor-
molekgl AdoMet (123) ist aufgrund seiner
inh-renten Instabilit-t (t1/2 = 942 min bei
pH 8.0 und 37 8C), aufw-ndigen Synthese
und hohen Kosten ein Engpass.[166] In der
Vergangenheit wurde gber attraktive En-
zymkaskaden berichtet, welche die
AdoMet-Versorgung gew-hrleisten: Das
Enzym SalL, das nativ als Fluorinase fun-
giert (siehe Abschnitt 3.5), erlaubt den
Transfer von l-Met auf 5’-ClDA (122),
wodurch Verbindung 123 gebildet wird
(Schema 22).[167] In Kombination mit einer
MTase erlaubt die In-situ-Versorgung mit
dem Donor 123 die Methylierung eines
Substrat-Nucleophils (141). Alternativ
kann eine Methionin-Adenosyltransferase
(MAT) genutzt werden, um 123 aus ATP
(144) und l-Met zu generieren. Dieses
Verfahren bietet den Vorteil, die AdoMet-
Erzeugung mit einem ATP-Recyclingsys-
tem zu kombinieren und die aufw-ndige Synthese von 122 zu
umgehen.[168]
Insbesondere AdoMet-Analoga sind aufgrund hçherer
Cofaktor-Lebensdauer und der Mçglichkeit, andere Kohlen-
stoff-Bausteine einzufghren, eine wichtige Errungenschaft fgr
die sp-te Derivatisierung.[169] Beispielsweise war in einer
zweischrittigen Eintopf-Reaktion eine NovO-katalysierte C-
Methylierung mçglich, wobei Methionin- (145) und ClDA-
Derivate (146) genutzt wurden, die von SalL akzeptiert
wurden. Selbst die nicht-natgrliche Ethylierung war mçglich,
was die Flexibilit-t dieses breit untersuchten Systems her-
vorhebt (Schema 23).[166,170, 171]
Die kgrzlich beschriebene Carboxymethylierung erwei-
tert das Spektrum mçglicher Kohlenstoff-Reste, die fgr die
Dekorierung von Molekglgergsten genutzt werden
kçnnen:[172] Das seltene AdoMet-Derivat cxSAM (152) wird
von der Synthase CmoA in situ aus Prephenat (150) und 123
hergestellt (Schema 24). Dargber hinaus wurden orthogonale
MTAse-Varianten konstruiert, die mit einer hçheren Do-
norspezifit-t ausgestattet sind, damit die konkurrierende
Methylierung unterdrgckt wird und stattdessen die orthogo-
nale Insertion des Carboxymethylrestes des Alkyldonors 152
in das Akzeptor-Substrat (153) bewerkstelligt wird.
Vor kurzem berichteten Liao und Seebeck gber ein
hochinnovatives System zum AdoMet-Recycling, das die
schlechte Atomçkonomie und schwierige Mehrschritt-Reak-
tionssysteme umgehen kann.[173] Zentraler Bestandteil ist eine
Halogenid-Methyltransferase (HMT), die z.B. Iodmethan
(MeI) als leicht verfggbare Alkylquelle nutzen kann
(Schema 25). Die Autoren zeigten, dass HMT die exergoni-
sche Reaktion zwischen S-Adenosylhomocystein (143) und
MeI zum Donor 123 katalysieren und von MTasen in situ zur
Methylierung genutzt werden kann. Die Anwendung in einer
Kaskade machte b-Methyl-a-aminos-uren zug-nglich, indem
eine Transaminase und eine MTase in Verbindung mit der
HMT eingesetzt wurden.[174] Dieser neuartige Ansatz zur
Schema 21. Ein chemogenetischer Ansatz kombiniert die Halogenie-
rung von Tryptophan (81) mit der Biosynthese von Naturstoffen. Die
resultierenden Naturstoffprodukte wurden final mittels Suzuki-Miyau-
ra-Kupplung modifiziert. Somit ermçglicht die Biohalogenierung die
Einffhrung von Diversit-t in komplexe Naturstoffe.
Schema 22. Enzymatische Ans-tze zur Generierung des Methyldonors AdoMet (123), der ffr
die Methylierung durch MTasen essenziell ist. SalL katalysiert die Substitution des 5’-Chlor-
substituenten von 122 gegen l-Met, sodass 126 gebildet wird. Alternativ kçnnen MATs ge-
nutzt werden, die aus ATP (144) und l-Met den Donor 123 erzeugen.
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AdoMet-Generierung wurde in zwei aktuellen Studien er-
weitert: Durch die erfolgreiche Evolution der HMT wurden
alternative Halogenalkane in Erg-nzung zu MeI fgr enzy-
matische Alkylierungen zug-nglich gemacht.[175] Ebenso re-
sultierten die N-Methylierung, -ethylierung und -propylie-
rung von Pyrazolen in außerordentlichen Regioselektivit-ten
durch die Anwendung optimierter MTasen. Dabei wurde eine
promiskuitive HMT aus einem Pilz identifiziert, die neben
Iodmethan auch andere Halogenalkane als Substrate umsetzt
und damit die entsprechenden alkylierten Derivate des
AdoMets generiert und auf das Pyrazol-Gergst gbertr-gt.[176]
Die vielf-ltige Alkylierung eines Rebeccamycin-Derivats
(156) gelang in einem als „Alkylrandomisierung“ bezeich-
neten Ansatz. Dabei wurden 18 S- oder Se-enthaltende
Analoga des AdoMet kumulativ gebildet. Die Promiskuit-t
des humanen Enzyms hMAT2 wurde ausgeschçpft, um acht
AdoMet-Analoga, u.a. Selen-Derivate, zu erhalten, die von
der MTase RebM akzeptiert wurden und die entsprechenden
Derivate der Antitumor-Substanz (157) lieferten
(Schema 26).[171]
Durch die Kombination einer Tyrosinase mit COMT
wurde die sp-te Methylierung nicht-geschgtzter Peptide er-
mçglicht.[177] Die direkte Hydroxylierung eines Tyrosinrestes
(156) als Teil einer Peptidsequenz erlaubte im Anschluss die
Methylierung des neu eingefghrten Hydroxyrestes in einem
Eintopf-Verfahren (Schema 27)
Schema 23. Synthese eines Sets aus AdoMet-Analoga mithilfe von
SalL ausgehend von Met- (145) und ClDA-Derivaten (146). Die Modifi-
kation der Nucleobase (R2) am Ribose-Rest hat sich als nftzlich erwie-
sen, um die Cofaktorstabilit-t zu steigern. Ver-nderung der Thioether-
Kette (R1) erlaubt den Einbau anderer Reste anstatt Methyl.
Schema 24. cxSAM (152) wird aus AdoMet (123) und Prephenat (150)
mithilfe der Synthase CmoA erzeugt. Durch Engineering orthogonaler
MTasen konnte schließlich eine selektive Carboxymethylierung erzielt
werden.
Schema 25. AdoMet-Generierung durch Verwendung leicht verffgbarer
Iodalkane (155), die von HMTs akzeptiert werden. Die MTase ermçg-
licht die direkte enzymkatalysierte 3bertragung der Alkylgruppe durch
das Donormolekfl 123 oder seine Derivate.
Schema 26. Sp-te Alkylierung des Indolcarbozols am Beispiel eines
Rebeccamycin-Derivats (156). Die „Alkylrandomisierung“ kombinierte
das humane Enzym hMAT2 mit der MTase, sodass vier Paare von S/
Se-Congeneren akzeptiert wurden und die entsprechenden Alkylderiva-
te (157) entstanden.
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Vor kurzem wurde das rationale Engineering einer O-
MTase aus einem Pilz beschrieben, um die Regiospezifit-t in
der Synthese der von Wirkstoffen abgeleiteten O-methylier-
ten Benzoldiollacton-Polyketide zu modulieren.[178] Ein nen-
nenswerter Vorteil von In-vivo-Systemen ist die kontinuier-
liche Produktion von AdoMet (123). Dabei wurden z. B. E.-
coli-Zellen als „Biofabriken“ genutzt, damit Dopamin zu (S)-
Reticulin umgesetzt werden konnte. Dabei handelt es sich um
ein Schlgsselintermediat in der Biosynthese pharmazeutisch
relevanter Benzylisochinolinalkaloid-Morphine und Codeine
(Schema S1, Hintergrundinformationen).[179] Dieser Pfad
nutzte fgnf mikrobielle bzw. pflanzliche Enzyme, u.a. drei
verschiedene N- oder O-MTasen. Ein anderes Beispiel ist das
Engineering von E.-coli-Zellen, um p-Cumarins-ure in das
Flavonoid 7-O-Methylaromadendrin zu konvertieren, das
anti-inflammatorische und anti-kanzerogene Aktivit-t be-
sitzt.[180]
4.2. Friedel-Crafts-Alkylierung und -Acylierung
Die vor gber einem Jahrhundert entdeckten Friedel-
Crafts-Reaktionen haben sich zu ngtzlichen Werkzeugen fgr
die Synthesechemie entwickelt, da sie die Mçglichkeit bieten,
C-C-Bindungen an Arenen aufzubauen.[181] Vor kurzem
wurde gber biokatalytische Pendants dieser klassischen Re-
aktionen berichtet, die zahlreiche Vorteile bieten kçnnten,
u.a. Regio- und Stereoselektivit-t, die h-ufig in der klassi-
schen Friedel-Crafts-Synthese fehlen. Somit bietet dieses
aufkommende Gebiet eine neue Alternative zur bislang we-
niger untersuchten Arylmodifizierung.
Ein aktuelles Beispiel fgr die Friedel-Crafts-Acylierung
wurde von Kroutils Gruppe beschrieben. Eine bakterielle
Mehrkomponenten-Acyltransferase aus Pseudomonas prote-
gens (PPATase) war zur regioselektiven C-Acylierung von
Phenolderivaten, z.B. elektronenreiche Resorcinol-Derivate
(161), in der Lage, indem typische Acyldonoren (z. B. 162)
eingesetzt wurden (Schema 28 a).[182]
Ebenso wurde kgrzlich ein Beispiel fgr die Friedel-Crafts-
Alkylierung beschrieben. CylK, das aus der Cilindrophan-
Biosynthese stammt, katalysiert den Aufbau einer Aryl-Aryl-
Verbindung in der nativen Reaktion, die zur Synthese eines
komplexen Naturstoffs beitr-gt.[183] Darauf aufbauend wurde
der biokatalytische Nutzen von CylK fgr die C-Alkylierung
von Resorcinolen gezeigt, wobei die Kupplung verschiedener
Alkylbausteine in C2-Position gelang.
Wie diese Beispiele zeigen, sind weitere Untersuchungen
notwendig, um diese neuartigen, jedoch vielversprechenden
Transformationen weiter auszubauen und auf weitere Sub-
strate neben Verbindung 161 anzuwenden, um einen weiter-
gehenden Nutzen fgr die sp-te Funktionalisierung von
Arenen zu erçffnen (Schema 28 b).[184]
4.3. Pictet-Spengler-Reaktion
Zum Aufbau heterozyklischer Molekglgergste im Wirk-
stoffdesign ist die Pictet-Spengler-Reaktion ein besonders
ngtzliches Mittel, um verschiedenartig dekorierte bizyklische
Motive fgr die Untersuchung von Struktur-Aktivit-ts-Bezie-
hungen zu erhalten.[185] An die Kondensation zwischen einem
elektronenreichen Arylethylamin und einem Aldehyd oder
Keton schließt sich im Sauren ein Ringschluss des interme-
di-ren Iminium-Ions an. Alkaloide, Tetrahydroisochinoline
(THQ) und b-Carboline kçnnen stereoselektiv hergestellt
werden und bieten damit wichtige Naturstoffe oder pharma-
kologische Gergste.[186,187]
Norcoclaurin-Synthase (NCS) und Strictosidin-Synthase
(STR) sind fgr biotechnologische Anwendungen gut unter-
suchte Pictet-Spenglerasen (PSasen; Schema 29a).[187] (S)-
Norcoclaurin (167) wird durch NCS-katalysierte Kondensa-
tion von Dopamin (166) mit 4-Hydroxyphenylacetaldehyd
Schema 28. a) Friedel-Crafts-Acylierung, katalysiert von einer Acyltrans-
ferase. Die aktivierten Acyldonoren wurden erfolgreich auf Resorcinol
(161) fbertragen. b) Die Friedel-Crafts-Alkylierung wurde durch das C-
C-kuppelnde Enzym CylK ermçglicht.
Schema 29. Enzymkatalysierte Pictet-Spengler-Reaktion. a) Kondensati-
on von Dopamin mit Aldehyden ergibt verschiedene THQs (167).
b) Stricosidin (170) wird durch Kondensation zwischen Tryptamin
(168) und Secologanin (169) synthetisiert.
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erhalten.[188] Die PSase STR katalysiert hingegen die Zykli-
sierung von Tryptamin (168) mit Secologanin (169), welches
das 1,2,3,4-Tetrahydro-b-carbolin-Gergst (THBC) aufbaut,
das Teil des Indolalkaloids (S)-Strictosidin (170) ist (Sche-
ma 29 b).[189]
Zur Einfghrung von Diversit-t kann der Substituent am
C1-Atom des Heterozyklus durch Wahl der gewgnschten
Aldehyd-Komponente variiert werden.[190] Weiterfghrende
Untersuchungen des Substratspektrums verdeutlichten, dass
verschiedene Substituenten, vor allem Phenyl- und Alkyl-, in
hohen Enantioselektivit-ten eingefghrt werden kçnnen.[191]
Die Gruppen um Hailes und Ward verfolgten kgrzlich das
Ziel, PSasen fgr sperrigere Keton-Substrate (171) zug-nglich
zu machen.[192] Dafgr wurde eine trunkierte NCS
(D29TfNCS) mit geringer promiskuitiver Aktivit-t gegengber
4-Hydroxyphenylaceton rational optimiert, sodass 1,1’-bis-
substituierte THQs (173) ausgehend von Methylketonen er-
halten wurden (Schema 30).
Besonders interessant ist ebenfalls, dass Spiro-Derivate
(174) erhalten wurden, indem Dopamin mit Cyclohexanonen
gekuppelt wurde. Insbesondere diese Transformation ist eine
attraktive Methode zur Diversifizierung. Außerdem konnte
das Substratspektrum gegengber a-substituierten Aldehyden
erweitert werden, was die THQs 175–177 mit exzellenten
Diastereoselektivit-ten in Bezug auf die zwei aufgebauten
Stereozentren lieferte.[193]
Frghe Studien zum Substratspektrum und Engineering
der aktiven Taschen von STRs deuteten darauf hin, dass diese
Enzyme promiskuitiv gegengber substituierten Tryptaminen
und verschiedenen aliphatischen und aromatischen Aldehy-
den sind, jedoch mit geringerer Effizienz im Vergleich zum
nativen Aldehyd (169).[194–196] Durch Expressionsoptimierung
und das Screening verschiedener STRs konnte das Spektrum
in Richtung kurzkettiger Aldehyde erweitert werden. Fgr das
Enzym RsSTR wurde dabei eine unerwartete (R)-Konfigu-
ration des resultierenden THBC (179) festgestellt, w-hrend
fgr sperrigere Aldehyde die (S)-Konfiguration gberwiegt
(Schema 31). Strukturelle Untersuchungen und Modelling-
Studien bieten eine Erkl-rung fgr diesen auff-lligen Selekti-
vit-tswechsel: Kleinere Aldehyde werden in inverser Orien-
tierung gebunden, und somit wird die unterschiedliche Ste-
reopr-ferenz durch den Aldehyd bestimmt.[197] Diese Selek-
tivit-tseigenschaft konnte dann ausgenutzt werden, um einen
Vorl-ufer (182) des (R)-Harmicins aus 178 und 180 zu syn-
thetisieren.[198]
5. Selektiver enzymkatalysierter Aufbau von Amid-
bindungen
5.1. Amidsynthese in der Natur
Amidbindungen sind die h-ufigsten Bindungsmotive in
Pharmazeutika, wie eine kgrzlich erschienene Analyse gber
die H-ufigkeit funktioneller Gruppen in Publikationen im
Bereich der medizinischen Chemie verdeutlichte.[199] Es ist
daher nicht gberraschend, dass gem-ß einer Untersuchung
aus dem Jahr 2011 16 % aller Reaktionen, die in der medizi-
nischen Chemie angewendet werden, Amidkupplungen
sind.[200] Ein breites Portfolio an Methoden ist heutzutage
verfggbar, und die Entwicklung selektiver und nicht toxischer
Amidierungsmethoden geht kontinuierlich weiter. Typische
Ans-tze erfordern die Aktivierung von Carbons-uren, z. B.
durch Bildung von S-urechloriden, die Nutzung von Carbo-
diimiden oder Uronium-Reagenzien sowie eine geeignete
Schutzgruppenstrategie und h-ufig toxische, umweltbelas-
tende Lçsungsmittel.[201] Diese Defizite bieten einen Anreiz,
um neue Reaktionen zu entwickeln, die Amide selektiv und
unter milden Bedingungen herstellen.
Neben der Peptidbindung als zentrales Bindungsmotiv in
Proteinen existiert eine große Anzahl von Enzymen, die diese
-ußerst wichtige Verbindung in Naturstoffen aufbauen und
auch fgr die synthetisch orientierte Enzymkatalyse an Be-
deutung gewinnen. Im Allgemeinen kçnnen Hydrolasen,
einige Transferasen und ATP-abh-ngige Ligasen Amidie-
rungsreaktionen katalysieren. Hydrolase-basierte Ans-tze
laufen in den meisten F-llen gber eine Aminolyse, der oft-
Schema 30. Engineering der TfNCS erweiterte das Substratspektrum in
Richtung disubstituierte, Spiro- und a-Methyl-THQs. Einige Produkte
sind repr-sentativ gezeigt.
Schema 31. Kondensation von Tryptamin mit kurzkettigen Aldehyden
resultiert in einer unerwarteten (R)-Konfiguration des Reaktionspro-
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mals eine Veresterung vorangeht (Schema 32). Ein Ausnah-
me davon ist die kgrzlich verçffentlichte Lipase SpL, die aus
freien Carbons-uren und Aminen unmittelbar Amide in
Mischungen aus organischem Solvens und Wasser bildet
(Schema S2, Hintergrundinformationen).[202] Ein 3berblick
gber wichtige Beispiele der Hydrolase-katalysierten Ami-
dierungen mithilfe von Lipasen und Penicillin-G-Acylasen
findet sich in Supporting Section 6 (siehe Hintergrundinfor-
mationen). Transferasen gbertragen aktivierte Acyldonoren,
w-hrend in ATP-abh-ngigen, enzymkatalysierten Amidie-
rungen Carbons-uren direkt in Wasser unter milden Bedin-
gungen in Anwesenheit von Aminen zu Amiden umgesetzt
werden. Dieser Reaktionstyp wird in diesem Aufsatz vor dem
Hintergrund der sp-ten Modifizierungen n-her beleuch-
tet.[203]
In den vergangenen Jahren wurden zahlreiche Enzyme,
die Teil der ANL (Acyl-CoA-Synthetase, Nicht-ribosomale
Peptid-Synthetase, Luciferase)-Superfamilie der adenylie-
renden Enzyme sind, zug-nglich gemacht. Diese ATP-ab-
h-ngigen Enzyme spielen eine zentrale Rolle, bilden jedoch
eine hochdiverse Enzymklasse: Alle Vertreter nutzen ATP,
um die Carbons-ure (183) fgr den Acyltransfer zu aktivieren.
In der nicht-ribosomalen Amidsynthese verl-uft die Ami-
dierung gber drei Schritte: 1) Adenylierung; 2) Thiolyse; und
3) Kondensation (Schema 33).[204] ATP-grasp-Enzyme bilden
ein Acylphosphat-Intermediat (186) durch Angriff auf die g-
Phosphatgruppe des ATP, w-hrend
Adenylierungsdom-nen (A-Dom-nen)
und Amidsynthetasen die Entstehung
eines intermedi-ren Acyladenylats
(187) katalysieren.[205]
5.2. Direkter Aufbau von Amidbindungen:
Beispiele und aktuelle Entwicklungen
in der sp-ten Funktionalisierung
l-Aminos-ure-Ligasen sind die
h-ufigsten Mitglieder der ATP-grasp-
Enzymfamilie. Oftmals ermçglichen sie
den Aufbau von Peptidbindungen in der
Biosynthese. Ein recht promiskuitives
ATP-grasp-Enzym wurde in der Bio-
synthese von Tabtoxin S gefunden. TabS
ist in der Lage, verschiedene Dipeptide aus nicht-geschgtzten
Aminos-uren zu synthetisieren. Insgesamt fghrten 136 ver-
schiedene Kombinationen zu den entsprechenden Dipepti-
den, wobei auch nicht-natgrliche Aminos-uren genutzt
wurden.[206] Obwohl einige weitere l-Aminos-ure-Ligasen
charakterisiert wurden, ist ihre Anwendung aufgrund gerin-
ger Produktivit-t im Vergleich zur konventionellen Peptid-
synthese und hoher Substratspezifit-t eher wenig verbrei-
tet.[207–210] Ein wichtiger Fund fgr die sp-te Funktionalisierung
war die Identifikation des grasp-Enzyms PGM1 im Biosyn-
theseweg des Antibiotikums Pheganomycin (190). PGM1
katalysiert selektiv die N-terminale Kupplung zwischen dem
Biosynthese-Vorl-uferpeptid (189) mit verschieden substitu-
ierten Essigs-ure-Derivaten und liefert somit eine wertvolle
Reaktion fgr die Peptidmodifikation (Schema 34).[211]
Schema 32. Strategien ffr den enzymkatalysierten Aufbau von Amid-
bindungen ausgehend von einer Carbons-ure (183). Die Hydrolase-ka-
talysierte Aminolyse erfordert eine vorherige Veresterung, w-hrend in
einem direkten Ansatz die Carbons-ure als Substrat fungiert und
direkt zum Amid (185) umgesetzt wird.
Schema 33. Aktivierung der Carboxygruppe durch ATP-abh-ngige
Enzyme. Es fberwiegen zwei verschiedene Strategien zur Nutzung von
ATP: a) In ATP-grasp-Enzymen wird das g-Phosphat durch nucleophilen
Angriff des Carboxylats fbertragen, wodurch ein gemischtes Anhydrid
(186) entsteht. b) Die Adenylierungsdom-ne resultiert in einem Acyl-
adenylat (187). In Abh-ngigkeit vom Enzym wird die aktivierte Spezies
entweder direkt von einem Amin angegriffen oder verl-uft fber einen
intermedi-ren Thioester (188). NRPS: nicht-ribosomale Peptidsynthe-
tase.
Schema 34. N-terminale Derivatisierung des Pheganomycin-Derivats mithilfe der Peptidligase
PGM1. Das Enzym katalysiert die selektive Acylierung am N-Terminus des Peptids.
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N-Acyltransferasen ermçglichen die 3bertragung von
aktivierten Acylgruppen auf verschiedene Amine. Zum Bei-
spiel wurde die Acylierung von Aminen mit Vinylestern in
Wasser fgr die Transferase MsAcT von Paradisi und Coau-
toren gezeigt.[212] In einer kgrzlich erschienenen Studie wurde
die Reaktivit-t von MsAcT deutlich gesteigert, indem der
Serin-Rest der katalytischen Triade in einen Cysteinrest mu-
tiert wurde.[213] Die Variante S11C ermçglichte auch die
Synthese von Thioestern und schwierigen terti-ren Amiden
mit einer industriell bedeutsamen Substratbeladung (Sche-
ma 35 a). Dargber hinaus berichteten Lovelock und Coauto-
ren gber eine Plattform aus zwei Enzymen, die CoA-Ligasen
mit Acyltransferasen vereinigt (Schema 35b).[214] Dabei wird
ein Coenzym-A-Thioester ausgehend von der S-ure 183
durch eine Ligase gebildet und in Anwesenheit der N-Acyl-
transferase im zweiten Schritt von einem Amin-Nucleophil
angegriffen. Unter der Voraussetzung, dass geeignete Paa-
rungen aus Ligase und Acylase gefunden werden, kann eine
Vielfalt von Amidierungen mit dieser Methode abgedeckt
werden, ohne dass zuvor aktivierte Acyldonoren verwendet
werden mgssen.
Adenylierungsdom-nen (A-Dom-nen) sind weit ver-
breitet in NRPS-Systemen und bieten einen Zugang zur ATP-
abh-ngigen Aktivierung von Carboxygruppen. Es wurde ge-
zeigt, dass eigenst-ndige A-Dom-nen aus einem NRPS-
System, verantwortlich fgr die Biosynthese von Streptothri-
cin-Antibiotika in Streptomyces sp., als autarke Biokatalysa-
toren fungieren, welche die Adenylierung der Aminos-ure l-
b-Lysin katalysieren. Diese wiederum wird entweder von
einer PCP-Dom-ne (Peptid-Carrier-Protein) oder einem
Carrier-gebundenen l-b-Lysin angegriffen, wodurch ein Oli-
gopeptid entsteht.[215] Dargber hinaus wurde die Amidierung
von Fetts-uren durch A-Dom-nen fgr eine Reihe von
Aminen katalysiert, was auch die Synthese seltener N-
Acylhistidine neben anderen acylierten Verbindungen er-
mçglichte.[216] Auch die Diversifizierung von Tryptophan
verlief erfolgreich durch Verwendung einer A-Dom-ne aus
der Tyrocidin-Synthetase (TycA).[217] Jedoch begrenzt ein
stark spezialisiertes Substratspektrum oftmals die breite An-
wendung von A-Dom-nen aus NRPS-Systemen.
Eine Alternative sind Carbons-urereduktasen (CAR), die
nativ die Reduktion von Carbons-uren (183) in die entspre-
chenden Aldehyde (201) katalysieren.[218, 219] Strukturunter-
suchungen und Engineering machten deutlich, dass CARs als
Multidom-nen-Enzyme fungieren, die aus einer abgegrenz-
ten A-, PCP- und Reduktionsdom-ne bestehen (Sche-
ma 36 a).[220] Durch Wood et al. wurde gezeigt, dass CARs zu
Amidierungen f-hig sind, wenn ein 3berschuss an Amin
anstatt des Cosubstrats NADPH eingesetzt wird, sodass die
Reduktionsfunktion unterdrgckt ist.[221] Auf diesem Weg
wurde eine Palette von Benzoe- und Zimts-ureamiden syn-
thetisiert. In einer Folgestudie wurde dieses Konzept weiter
verschlankt, indem eine verkgrzte CAR-Variante, die ledig-
Schema 35. a) Die N-Acyltransferase MsAcT S11C ermçglicht schwieri-
ge Acetylierungen in hoher Substratkonzentration als Folge des Aus-
tauschs des Serins in der aktiven Tasche gegen einen Cysteinrest,
sodass ein kovalentes Thioester-Intermediat gebildet wird. b) Die Kom-
bination einer CoA-Ligase mit einer N-Acyltransferase ermçglicht es,
ein breites Spektrum an Amiden zu synthetisieren.
Schema 36. a) Carbons-urereduktasen kçnnen ffr den Aufbau von
Amidbindungen statt zur Reduktion einer Carbons-ure genutzt
werden. b) Lediglich die A-Dom-ne reicht ffr die Amidierung aus, wie
ffr die Nutzung einer trunkierten CAR (CARmm-A) gemeinsam mit
einer Kinase ffr die begleitende ATP-Regeneration gezeigt wurde.
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lich aus der A-Dom-ne (CARmm-A) besteht, eingesetzt
wurde. CARmm-A erlaubte die selektive Monoacylierung
von Diaminen, ohne dass Schutzgruppen erforderlich waren.
Darauf basierend wurde ein Set aus Carbons-uren in einem
Maßstab von 10 mm fgr die Ein-Schritt-Amidierung einge-
setzt, was zahlreiche Amide (208–216) lieferte, z.B. den Va-
sodilator Cinepazid (216) (Schema 36b).[222]
Obwohl das Substratspektrum und die schwierige Hand-
habung aufgrund ihrer schwachen Expression und Lçslichkeit
die Nutzung einschr-nken, erhalten Amidsynthetasen zu-
nehmende Bedeutung fgr die sp-te Modifizierung. Wessjo-
hann und Coautoren berichteten gber die homologen
Amidsynthetasen CloL, SimL und CouL, die zur Modifika-
tion von Aminocumarinen (217) in einem modularen Ver-
fahren geeignet waren. Eine kleine Bibliothek aus Derivaten
wurde mithilfe dieses Systems im Milligramm-Maßstab syn-
thetisiert (Schema 37a).[223] Fgr die Amidsynthetase XimA
wurde gezeigt, dass sie den letzten Schritt der Biosynthese
von Xiamenmycin A durch Kupplung von l-Threonin mit der
freien Vorl-ufer-Carbons-ure (Xiamenmycin B)
katalysiert (Schema 37b). Die Autoren erweiter-
ten das Aminos-urespektrum durch rationales
Design von Mutanten ausgehend von l-Threonin
in Richtung elf verschiedener l- und d-Amino-
s-uren.[224]
Kgrzlich wurde gber die synthetische An-
wendbarkeit der Synthetase McbA aus Marinac-
tinospora thermotolerans von Petchey et al. be-
richtet.[225] In der natgrlichen Reaktion katalysiert
McbA die Amidierung von b-Carbolinen (222),
dennoch ist McbA nicht ausschließlich auf das
natgrliche Substrat beschr-nkt (Schema 38). Breit
ausgelegte Untersuchungen zum Substratspek-
trum ergaben, dass ein weiter Bereich aus aro-
matischen Carbons-uren von McbA akzeptiert
wird.[226] Ein fast -quimolares Verh-ltnis
von S-ure zu Amin stellt zudem einen
wichtigen Fortschritt fgr den Aufbau von
Amidbindungen dar, insbesondere im
Hinblick auf den pr-parativen Maßstab. In
weiteren Untersuchungen wurde auch das
Aminspektrum in Richtung verschiedener
aliphatischer und zyklischer Gruppen ver-
breitert. Beachtenswert war, dass die
Acylierung schwach nucleophiler Amine
gelang, wie fgr eine Reihe von Anilinen
gezeigt (233–237).[227]
Der Aufbau von Amidbindungen mit-
tels Biokatalyse steckt noch in den Kin-
derschuhen, und Untersuchungen zur
sp-ten Diversifizierung haben gerade erst
begonnen, wie die hier gezeigten Beispiele
abbilden. Derzeit sind die Skalierbarkeit,
das Spektrum der akzeptierten Carbon-
s-uren bzw. Amine sowie die zur Verfg-
gung stehenden Enzyme starke Ein-
schr-nkungen, die in zukgnftigen Studien
angegangen werden mgssen, um die Me-
thode weiterzuentwickeln.
6. Reduktion von Doppelbindungen
6.1. C=O-Reduktion
Die Reduktion von C=O-Doppelbindungen in den ent-
sprechenden Alkohol ist eine atomçkonomische Alternative
zur stereoselektiven Oxyfunktionalisierung. Eine große
Bandbreite verschiedener Enzyme ist zur C=O-Reduktion
f-hig, wie von Hollmann et al. in einem 3bersichtsartikel
dargestellt, u.a. Ketoreduktasen (KRED), Aldo-Ketoreduk-
tasen (AKR), mittelkettige Dehydrogenase-Reduktasen
(MDR) sowie kurzkettige Dehydrogenasen.[228] Neben der
herausragenden Bedeutung fgr die industrielle Biokatalyse
haben C=O-Reduktionen auch ihre Bedeutung in der sp-ten
Funktionalisierung.
Gong et al. besch-ftigten sich mit einem Ansatz zur Syn-
these von Atorvastatin, einem wichtigen Wirkstoff zur Cho-
lesterinsenkung.[229] Die Synthese der Seitenkette (ATS-7,
239) ist durch ihre hohe Stereoselektivit-t ein exzellentes
Schema 37. a) Amidkupplung von Aminocumarinen (217), um acylierte Aminocu-
marine (219) zu erhalten. b) Derivatisierung von Xiamenmycin durch gezielte Kupp-
lung der Aminos-uren mit 220 durch Anwendung des XimA-Wildtyps oder einer Mu-
tante.
Schema 38. Die Amidsynthetase McbA katalysiert die Amidierung von b-Carbolinen in der
natfrlichen Reaktion. McbA akzeptiert verschiedene aromatische Carbons-uren. Das Amin-
spektrum, das ffr die S-ure 222 mit R1 = Acetyl untersucht wurde, zeigt, dass diverse alipha-
tische und aromatische Aminbausteine von McbA akzeptiert werden.
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Beispiel fgr eine KRED-katalysierte Biotransformation
(Schema 39). Es wurden Anstrengungen unternommen, um
eine KRED-Variante mit gesteigerter Aktivit-t und Ther-
mostabilit-t durch gerichtete Evolution zu generieren, sodass
schließlich der chirale Alkohol in 87% Ausbeute und
> 99.5% Diastereomerengberschuss (de) in einem Maßstab
von 100 mL bei 40 8C zug-nglich war.[229] Die biokatalytische
Einfghrung von Deuterium ist ein bemerkenswertes Beispiel
fgr die sp-te Markierung durch C=O-Reduktion
(Schema 40). Die Anwesenheit von Deuterium-Atomen in
Pharmazeutika kann in verbesserten pharmakokinetischen
Eigenschaften, wie z.B. hçherer metabolischer Stabilit-t, re-
sultieren.[230] Rowbotham et al. pr-sentierten in diesem Zu-
sammenhang einen eleganten Ansatz fgr die asymmetrische
Deuterierung durch NADH-Reduktasen, die H2 als Reduk-
tionsmittel zusammen mit 2H2O als Isotopenquelle nutzen.
Hydrogenase und NAD+-Reduktase wurden auf Kohlen-
stoffpartikeln coimmobilisiert, wodurch das H2-getriebene
System in der Lage ist, NAD+ zu 4-[2H]-NADH zu reduzie-
ren. In Verbindung mit einer KRED wird der Deuterium-
transfer auf ein Keton (240) mçglich, wodurch ein markierter
Alkohol (241) hergestellt wurde.[231]
6.2. Sp-te reduktive Aminierung und Aminoxidation
Die Biokatalyse ist ein starkes Werkzeug fgr die C=N-
Reduktion geworden, um Amine selektiv herzustellen. Viele
Enzymklassen kçnnen diese Reaktion bewerkstelligen, wie
z. B. Iminreduktasen (IREDs), reduktive Aminasen
(RedAms), Transaminasen, Amindehydrogenasen (AmDH)
und kurzkettige Dehydrogenasen/Reduktasen (short chain
dehydrogenases/reductases, SDRs). Hier besch-ftigen wir uns
mit aktuellen Fortschritten in der Synthese von Aminen vor
dem Hintergrund der sp-ten Modifizierung.
3ber die biokatalytische reduktive Aminierung fgr die
Synthese pharmazeutischer Verbindungen und chemischer
Bausteine wurde ausgiebig zuvor berichtet.[232, 233] (R)-Ras-
agilin (244), ein Wirkstoff, der zur Behandlung der Parkin-
sonschen Krankheit eingesetzt wird, ist eine geeignete Ziel-
struktur fgr RedAms. RedAms besitzen die F-higkeit, die
asymmetrische Reduktion zwischen Ketonen oder Aldehy-
den zu katalysieren, indem sowohl die Iminbildung als auch
die nachfolgende Reduktion kombiniert werden (Schema S4,
siehe Hintergrundinformationen).[232] Im Gegensatz dazu
muss im Falle von IREDs das Imin a priori entstehen und
wird nachfolgend enzymkatalytisch reduziert.
Die Synthese der Verbindung 244, entweder ausgehend
von einem prochiralen Ketonvorl-ufer (242) oder einem
racemischen Amin (rac-244), erçffnete die Nutzung ver-
schiedener biokatalytischer Ans-tze. Aleku et al. berichteten
gber eine Variante des Enzyms AspRedAm, das 244 direkt
aus 242 und Propargylamin (243) mit > 97% Umsatz und
exzellentem ee herstellen konnte (Schema 41a).
Eine andere AspRedAm-Variante, die fgr die Oxidation
von (S)-244 selektiv ist, wurde genutzt, um exklusiv das Imin
244b zu erhalten, wodurch das gewgnschte Enantiomer (R)-
244 durch dynamisch-kinetische Racematspaltung mit
> 99% ee akkumulierte (Schema 41b).[234] Ebenso identifi-
zierten Matzel et al. ein Enzym, das 244 in einem Schritt aus
dem gleichen Ausgangsstoff produzieren kann (Sche-
ma 41 c).[233]
Die Synthese des Lysin-spezifischen Demethylase-1-In-
hibitors (GSK2879552, 248) fgr die Behandlung des klein-
zelligen Lungenkrebses und akuter Leuk-mie ist ein aktuelles
Beispiel fgr die sp-te Aminierung:[235] Der tert-Butylester
(1R,2S)-247 wurde aus dem Vorl-ufer-Aldehyd (245) erhalten
(Schema 42). Durch ausgiebiges Engineering und die vorhe-
Schema 39. Asymmetrische Reduktion von ATS-6 zur Synthese der
Atorvastatin-Seitenkette durch eine optimierte KRED-Variante.
Schema 40. Reduktive Deuterierung von Carbonylgruppen durch Ver-
wendung eines heterogenen biokatalytischen Cofaktorregenerierungs-
systems zusammen mit einer KRED und 2H2O, wodurch Deuterium
bereitgestellt wird.
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rige Identifizierung einer geeigneten IRED, die aus einer
zuvor etablierten Bibliothek stammt (IRED-46),[236] konnte
die resultierende Variante gleichzeitig die kinetische Race-
matspaltung und reduktive Aminierung katalysieren. Be-
achtenswert ist zudem, dass der optimierte Biokatalysator die
Anforderungen fgr einen industriell nutzbaren Prozess er-
fgllte.
Aminoxidasen kçnnen die Gegenreaktion zu IREDs ka-
talysieren und erçffnen damit ein attraktives Mittel fgr ver-
schiedene Arten der Funktionalisierung von N-Heterozyklen.
Aus der Monoaminoxidase-N (MAO-N) von Aspergillus
niger resultierte nach mehreren Generationen von gerichteter
Evolution und Protein-Engineering ein Set verschiedener
Varianten (z. B. D5, D9, D10) mit komplement-rer Sub-
stratpr-ferenz und hoher Aktivit-t.[237] Diese Varianten sind
besonders aktiv gegengber zyklischen fgnfgliedrigen Ring-
Aminen und katalysieren die Oxidation zum korrespondie-
renden Amin oder Iminium unter milden Bedingungen
(Raumtemperatur, pH 7.5, atmosph-rischer Sauerstoff).
Diese Transformation ist -quivalent zu der a-C-H-Aktivie-
rung zu einem Amin, und die resultierenden Imine bzw.
Iminium-Ionen wurden fgr eine Reihe von Transformation
eingesetzt (Schema 43): 1) die Addition von Nucleophilen
(z. B. CN, Bisulfit), 2) Oxidation zu Lactamen (252)[238] und
3) Bausteine fgr Mehrkomponenten-Reaktionen, z.B. Ugi
und Ugi-Smiles.[239] MAO-N-Varianten wurden außerdem
verwendet, um Pyrrole sowie Pyridine aus den entsprechen-
den Dihydro- und Tetrahydro-Vorstufen zu generieren.[240,241]
Ausgiebiges Engineering der MAO-N erwies sich als ngtzlich
in der Desymmetrisierung von Wirkstoff-Bausteinen, um
enantiomerenreine Amin-Vorstufen zu bilden.[242]
Der Antidiabetes-Wirkstoff Sitagliptin (259) spiegelt ein
ausgezeichnetes Beispiel fgr die sp-te Aminierung durch eine
von Codexis und Merck entwickelte Transaminase wider
(Schema 44).[243] Die schrittweise Evolution der Transaminase
ermçglichte die reduktive Aminierung der entsprechenden
Keton-Vorstufe (258). Ausgehend von einem verkgrzten
Methylketon-Substrat wurde das aktive Zentrum in Richtung
des sterisch anspruchsvolleren Ketons evolviert, sodass
schließlich 259 mit exzellenter Enantioselektivit-t im indu-
striellen Maßstab gewonnen werden konnte.
7. Aufstrebende Gebiete ffr die sp-te Modifizierung
7.1. Photobiokatalyse
Die Photobiokatalyse ist ein neues Konzept, das die
Merkmale der organischen Photo- mit der Biokatalyse ver-
bindet und im vergangenen Jahrzehnt zunehmend an Inter-
esse gewonnen hat. Im Hinblick auf die C-H-Aktivierung
ermçglichen lichtgetriebene Reaktionen eine hohe katalyti-
sche Promiskuit-t sowie saubere Reaktionsbedingungen und
hohe Kompatibilit-t zu funktionellen Gruppen.[244] Eine
Reihe von Photokatalysatoren, z. B. 3bergangsmetalle oder
organische Gergstverbindungen, sind gut etabliert fgr die
Nutzung von Licht als Ener-
giequelle, w-hrend die Ent-
wicklung der biokatalytischen
Gegenstgcke noch in den
Kinderschuhen steckt.[245]
Eine ausfghrliche Diskussion
gber den Hintergrund der
photochemischen Anregung
von Enzym-Cofaktoren kann
in einem kgrzlich erschiene-
nen 3bersichtsartikel von
Sandoval et al. gefunden
werden.[246]
Photokatalytische Reak-
tionen kçnnen mit enzymka-
talysierten Transformationen
kombiniert werden, um neue
katalytische Funktionen aus-
Schema 42. Biokatalytische kinetische Racematspaltung und reduktive
Aminierung ffr die Herstellung des LSD-1-Inhibitors GSK2879552
(248) durch eine hochgradig optimierte IRED.
Schema 43. Vielf-ltige Funktionalisierungsstrategien mithilfe von MAO-N und ihre Anwendung in der Syn-
these von Heterozyklen. a) Funktionalisierung des a-Atoms zum N-Atom; b) Pyrrol-Synthese; c) Pyridin-
Synthese.
Schema 44. Eine optimierte Transaminase ermçglicht die sp-te Ami-
nierung der Keton-Vorstufe 258 zu Sitagliptin (259).
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zuschçpfen. Insbesondere NAD(P)H-abh-ngige Enzyme sind
attraktive biokatalytische Einheiten, da der Cofaktor im vi-
suellen Bereich des Spektrums angeregt werden kann. Die
Anregung der 1,4-Dihydropyridin-Gruppe (160) zu dem
st-rkeren Reduktionsmittel 261 fghrt zu einer Zunahme des
Reduktionspotenzials von NAD(P)H, was die Reduktion
verschiedener funktioneller Gruppen erlaubt.[247]
Hysters Gruppe war in der Lage, einige Enzyme umzu-
funktionieren, indem die photochemischen Eigenschaften der
entsprechenden beteiligten Cofaktoren ausgeschçpft wurden.
Die Anregung von 260 in einer KRED wurde fgr die Deha-
logenierung achiraler substituierter Lactone (262) genutzt.
Infolge der Anregung von NAD(P)H verlief die Transfor-
mation des racemischen Lactons (262) zum dehalogenierten,
enantiomerenreinen Derivat (264) gber die Bildung einer
intermedi-ren Radikalspezies (263 ; Schema 45b).[247, 248]
In Erg-nzung zu ihrer Bedeutung fgr die Oxyfunktiona-
lisierung sind P450-Enzyme attraktive Hilfsmittel fgr photo-
biokatalytische Reaktionen geworden.[249] Vorangegangene
Berichte gber lichtgetriebene P450-katalysierte Reaktionen
beinhalten die Nutzung des Photosystems I aus Pflanzen zur
Hydroxylierung von Tyrosin.[250] Tran und Mitarbeiter ver-
kngpften ein RuII-Diimin kovalent mit dem Komplex der
H-m-Dom-ne von P450-BM3-Varianten. Dieses Hybriden-
zym erlaubte die selektive Hydroxylierung C-terminaler C-H-
Bindungen von Fetts-uren. Zus-tzlich zu hohen Ums-tzen
und Reaktionsgeschwindigkeiten sind im Falle des Photo-
Biokatalysators die Reduktase und der NAD(P)H-Cofaktor
nicht notwendig, was den Gesamtprozess im Vergleich zur
nativen Reaktion deutlich optimiert.[251]
Huang et al. nutzten das lichtgetriebene Redoxpotential
des Flavin-Mononucleotids fgr die enzymkatalysierte inter-
molekulare Alkylierung terminaler Alkene (266)
(Schema 46). Somit wurden chirale g-substituierte Carbo-
nylverbindungen (267) erzeugt, die in vielen bioaktiven
Substanzen, wie z. B. Piperidonen, (+)-3-Oxoabolen und (R)-
4-Methoxyalkans-uren, zu finden sind.[252] Zuvor beschrie-
bene Substrat-tolerante Wildtyp-„En“-Reduktasen (EREDs)
wurden als Biokatalysatoren auf ein breites Spektrum von a-
Halogencarbonylen angewendet. Diese Verbindungen gehen
Elektronen-Donor-Akzeptor-Komplexe mit dem reduzierten
FMN im aktiven Zentrum ein, das durch sichtbares Licht
angeregt wird, um die radikalische Alkylierung zu initiieren.
Bemerkenswert ist, dass hervorragende Ausbeuten und
Enantioselektivit-ten erzielt wurden. Weitere Beispiele in
diesem Kontext kçnnen in Supporting Section 8 (siehe Hin-
tergrundinformationen) gefunden werden.
Obwohl sich die Anwendung der Photobiokatalyse im
Gebiet der sp-ten Funktionalisierung noch im Anfangssta-
dium befindet und weitere Fortschritte notwendig sind, um
das aktuelle Repertoire zu erweitern, beschreiben die hier
dargestellten Studien, dass durch Licht nicht-natgrliche,
hochselektive Reaktionen in Enzymen mçglich werden, was
zahlreiche Mçglichkeiten fgr die selektive Funktionalisierung
multifunktionaler Verbindungen bietet.
7.2. Glykoengineering
In der Natur sind Zucker h-ufig an niedermolekulare
Verbindungen gebunden,[253] sie sind aber auch wichtige Be-
standteile vieler Proteine, wie z.B. in Antikçrpern, oder
werden an DNA konjugiert und kçnnen einen wichtigen
Einfluss auf die biologische Aktivit-t und Stabilit-t
haben.[254,255] Zum Beispiel ist 2-O-a-d-Glucopyranosyl-l-
ascorbat (268) ein bioverfggbares und stabiles Derivat der
Ascorbins-ure, das von Bedeutung fgr die Nahrungsmittel-,
Getr-nke- und Kosmetikindustrie ist.[256] Die chemische
Konjugation von Glykanen an Kernstrukturen ist eine große
Herausforderung, w-hrend die Biokatalyse Glykosylierungen
im Ein-Schritt-Verfahren mit hoher Selektivit-t und ohne
Schutzgruppen ermçglichen kann.[257] Ein typisches Beispiel
ist die Generierung des Zuckers 268 direkt aus Ascorbins-ure
mithilfe der Cyclodextrin-Glykosyltransferase (CGTase),
welche die 3bertragung von a-Glucose aus St-rke auf eine
Reihe von Alkoholen, wie z.B. Ascorbat, regioselektiv und
unter Erhalt der Konfiguration am anomeren Zentrum ka-
talysieren kann (Schema 47 a).[258] Die Anwendung der
CGTase fgr die Produktion von Chemikalien ist vorteilhaft
gegengber der weit verbreiteten „Leloir“-Glykosyltransfera-
se, da die Letztgenannte Zucker-Nucleotid-Substrate erfor-
dert, die mithilfe von Enzymkaskaden regeneriert werden
kçnnen.[259]
Einige elegante Hochdurchsatz-Screeningmethoden
wurden kgrzlich entwickelt und ermçglichten die Entdeckung
neuer glykosylierender Aktivit-ten durch die (Meta-)Geno-
mik aus umfangreichen exprimierten Bibliotheken bestehend
aus Glykosidasen und Glykosynthasen.[260, 261] Der Umbau
Schema 45. a) Photoanregung des NAD(P)H-Cofaktors in ein starkes
Ein-Elektronen-Reduktionsmittel. b) Anwendung des angeregten NAD-
(P)H ffr die radikalische Dehalognierung von a-Halogenlacton 262 zur
Synthese des chiralen Lactons 264.
Schema 46. Intermolekulare Alkylierung des terminalen Alkens, kataly-
siert von EREDs. Abbildung angepasst nach Huang et al.[252]
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von N-Glykanen durch die Biokatalyse findet besondere
Beachtung aufgrund breiter Anwendungen fgr Biopharma-
zeutika, wie z.B. therapeutische Antikçrper und Antikçrper-
Wirkstoff-Konjugate (antibody drug conjugates, ADC). Im
Allgemeinen tragen Antikçrper ein Asparagin-gebundenes
Oligosaccharid (N-Glycan, Schema 47b), das essenziell fgr
die Funktion ist. Der Werkzeugkasten der Biokatalysatoren,
die entweder die N-Glykan-Sequenz verkgrzen (Endo- und
Exoglykosidasen) oder spezifisch Zuckermolekgle an die
Enden der N-Glykanketten konjugieren, w-chst stetig
weiter.[262] Die Biokatalyse kann genutzt werden, um natgr-
liche Glycanstrukturen zu erzeugen, wohingegen eine große
Anzahl von Enzymen auch eine promiskuitive Funktion be-
sitzt, die es erlaubt, bioorthogonale, nicht-natgrliche Funk-
tionalit-ten in Glykoproteine einzubauen. Dies ist insbeson-
dere fgr die Produktion von ADCs interessant, jedoch auch
auf andere Proteine anwendbar.[263–265]
8. Zusammenfassung und Ausblick
Die sp-te Funktionalisierung ist eine wichtige S-ule der
modernen organischen Synthesechemie. Es werden intensive
Anstrengungen unternommen, um neue Methoden zu ent-
wickeln, die auch von wesentlicher Bedeutung fgr die Erfolge
in der Wirkstoffentwicklung sind. Ein-Schritt-Transforma-
tionen an komplexen Molekglgergsten erleichtern Diversifi-
zierungsreaktionen, die wesentlich fgr die Wirksamkeit sind
und wichtige physikochemische Eigenschaften, den Wirk-
stoffmetabolismus und die Pharmakokinetik steuern.
Enzyme halten zunehmend Einzug in sp-te Modifizie-
rungen, die sich in vielf-ltige Richtungen weiterentwickeln.
Es ist bereits ein breites Repertoire biokatalytischer Trans-
formationen zug-nglich, um Molekglgergste zu derivatisie-
ren. Jedoch bedingt eine hohe Spezialisierung der Biokata-
lysatoren oftmals ein eingeschr-nktes Substratprofil. Fort-
w-hrende Anstrengungen werden daher dazu beitragen,
diese Schattenseite durch 1) Protein-Engineering und 2) Se-
quenzidentifikation aus (Meta-)Genomen zu verdr-ngen.
Zus-tzlich zu der Fglle bereits existierender Beispiele zur
molekularen Diversifizierung werden zukgnftig weitere en-
zymkatalysierte Reaktionen folgen. Angesichts der bemer-
kenswerten Errungenschaften der Biokatalyse in den ver-
gangenen Jahrzehnten wird die Bedeutung sp-ter Biotrans-
formationen ohne Zweifel gber die kommenden Jahre zu-
nehmen. Es l-sst sich erahnen, dass die Biokatalyse eine
gberragende Rolle in den initialen Stadien der Wirkstoff-
entwicklung einnehmen kann, da in diesem Bereich die mi-
niaturisierte Synthese in Verbindung mit Hochdurchsatz-
Screenings zunehmend an Bedeutung gewinnen wird.
Es existiert eine nahezu unendliche Anzahl von Bioka-
talysatoren und orthogonalen Transformationen, die in der
Natur genutzt werden, um polyfunktionelle Verbindungen
selektiv zu modifizieren. Bis heute haben wir nur an der
Oberfl-che des Mçglichen gekratzt.
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